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1. Zusammenfassung 
 
Candida albicans ist einer der wichtigsten humanpathogenen Pilze. Durch einen 
Wechsel der Morphologie von Hefezellen zu Hyphen ist dieser Organismus in der Lage, 
Epithelien zu penetrieren und damit ernsthafte Erkrankungen der inneren Wirtsorgane 
zu verursachen. Die Regulation dieses morphologischen Wechsels stell ein Hauptgebiet 
der Arbeiten mit diesem Pilz dar. In dieser Arbeit wurde die Rolle von Forminen für die 
Zellmorphologie untersucht. C. albicans enthält zwei Formine, Bni1 und Bnr1. Es 
konnte gezeigt werden, dass während der Hefephase beide Formine von Bedeutung für 
die Zellmorphologie sind, aber nur Bni1 eine zentrale Rolle während des 
Hyphenwachstums spielt. Mutanten ohne funktionelles Bni1 waren nicht in der Lage, 
das polarisierte Hyphenwachstum aufrecht zu erhalten. Zusätzlich konnte gezeigt 
werden, dass dieses Formin in den Hyphenspitzen mit dem Spitzenkörper kolokalisiert. 
Es konnte gezeigt werden, dass in C. albicans das von Ras1 induzierte filametöse 
Wachstum auf ein funktionelles Formin Bni1 angewiesen ist. 
Bei der Untersuchung verschiedener C. albicans Mutanten wurde herausgefunden, dass 
CaPAN1 ein essentielles Gen ist, dessen Deletion dazu führte, dass die Mutanten nicht 
mehr in der Lage waren den  lipophilen Farbstoff FM4-64 aufzunehmen. Damit wurde 
gezeigt, dass Pan1 notwendig für die Endozytose von C. albicans ist. 
Das Genom von C. albicans enthält repitive Gene, welche in der CTA2-Familie 
zusammengefasst werden können. Diese Gene sind telomernah und zeigen während des 
filamentösen Wachstums eine Steigerung der Expression. Im Rahmen dieser Arbeit 
konnte gezeigt werden, dass es zu einer epigenetischen Genausschaltung zweier CTA2-
Gene kommt. Diese Stilllegung der Expression war unabhängig vom morphologischen 
Status. Es konnten Zusammenhänge zwischen der Genausschaltung und der 
telomernahen Position eines CTA2-Gens gezeigt werden. Diese telomernahe Stilllegung 
wurde nicht durch die Histondeacetylase Hda1 reguliert und auch die Zugabe des 
Histondeacetylasenhemmers Trichostatin A beeinflusste die Genausschaltung nicht. 
Auch konnte über ein Ein-Hybrid-System gezeigt werden, dass das vom ORF 19.2661 
kodierte Cta2-Protein in C. albicans als Transkriptionsaktivator fungiert. 
 
2. Einleitung 
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2. Einleitung 
 
2.1. Der humanpathogene Pilz Candida albicans  
Pilze sind eukaryotische Organismen und bilden neben Pflanzen und Tieren ein eigenes 
Reich innerhalb der Eukarya. Sie leben als Parasiten, Symbionten oder Saprophyten in 
verschiedenen Habitaten. In vielfältiger Weise werden Pilze vom Menschen genutzt, 
zum Beispiel zum Verzehr und zur Herstellung von Genuss- und Nahrungsmitteln. 
Pilzliche Sekundärmetabolite wie β-Lactame, die von Penicillium und anderen Pilzen 
produziert werden, haben eine große Bedeutung für die Herstellung pharmazeutischer 
Produkte (Brakhage, 1998). Pilze wachsen entweder als einzellige Hefen, wie zum 
Beispiel die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae oder sie bilden Myzelien aus 
mehrzelligen Filamenten, wie beispielsweise Aspergillus nidulans, Neurospora crassa 
und Ashbya gossypii. Einige Pilze wie Candida albicans und Ustilago maydis wachsen 
dimorph, sind also in der Lage, zwischen hefeartigem und filamentösen Wachstum zu 
wechseln. Dieser morphologische Wechsel vollzieht sich als Antwort auf spezielle 
Umweltsignale und wird durch komplexe Prozesse innerhalb der Zelle reguliert 
(Wendland, 2001). Änderungen der Wachstumsform sind für einige pathogene Pilze 
wie Ustilago maydis mit dem Übergang vom Kommensalen oder Saprophyten zum 
Parasiten gekennzeichnet.  
Candida albicans gehört zu den Ascomyceten und ist ein humanpathogener Pilz, dessen 
Bedeutung durch die zunehmende Anzahl von Pilzerkrankungen (Mykosen) zunimmt. 
Pilzinfektionen treten vorwiegend bei Menschen auf, deren Immunsystem von 
Organtransplantationen, Chemotherapie oder Infektionen geschwächt ist. Zumeist lebt 
C. albicans im menschlichen Körper ohne Erkrankungen hervorzurufen. Diese treten 
erst bei einer massiven Störung des Immunsystems auf. Die Morphologieänderung von 
Hefe- zur Hyphenform erlaubt die Penetration von Epithelien und auch die Ausbildung 
von Biofilmen auf Haut und Schleimhäuten, was als Soor bezeichnet wird. Diese 
oberflächlichen Infektionen sind im Allgemeinen nicht tödlich. Im Gegensatz dazu gibt 
es hämatogene Candidosen, bei denen die inneren Organe befallen werden. Diese 
Erkrankungen werden auch unter dem Begriff Candida-Sepsis zusammengefaßt und 
verlaufen in der Regel tödlich. Das Umschalten von Hefewachstum zur Hyphenbildung 
spielt eine entscheidende Rolle bei Candidosen.  
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C. albicans Mutanten, die nicht in der Lage sind Hyphen auszubilden, sind avirulent 
(Lo et al., 1997). Neben dem morphologischen Wechsel spielen auch Adhäsine, welche 
die Bindung an das Wirtsgewebe vermitteln, Phospholipasen und die sekretierten 
alkalischen Phosphatasen der SAP-Familie eine wichtige Rolle bei der Virulenz von C. 
albicans (Gale et al., 1998, Hube und Naglik, 2001, Gow et al., 2002). Wie der 
verwandte Ascomycet S. cerevisiae ist auch C. albicans ein diploider Organismus. 
Allerdings wurde bisher bei C. albicans kein haploides Stadium nachgewiesen. Die 
genetischen Voraussetzungen für das Kreuzen von C. albicans Stämmen sind 
vorhanden (Hull und Johnson, 1999). In den letzen Jahren konnten erfolgreich 
Kreuzungsversuche durchgeführt werden (Magee und Magee, 2000, Hull et al., 2000, 
Lockhart et al., 2003). Bei der Kreuzung von C. albicans kommt es zur 
Kernverschmelzung und sogar das interspezifische Kreuzen von C. albicans und C. 
dubliniensis ist möglich (Pujol et al., 2004). Bisher konnte allerdings keine Meiose bei 
C. albicans nachgewiesen werden. Das haploide Genom von C. albicans umfasst 8 
Chromosomen (1 bis 7 und R) und besitzt eine Größe von 16 Millionen Basenpaaren. 
Es wurde vollständig sequenziert (Jones et al., 2004, Braun et al., 2005). Das Genom 
besitzt etwa 8000 offene Leserahmen (ORFs). Abweichend von anderen Organismen 
kodiert das Codon CUG nicht für Leucin sondern für Serin (Santos und Tuite, 1995). 
 
2.2. Die Bedeutung der Formine für polarisiertes Wachstum 
Wie bereits erwähnt, ist der morphologische Wechsel vom hefezellartigen zum 
filamentösen Wachstum einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von C. albicans (Lo et 
al., 1997). Voraussetzung für die Ausbildung von Hyphen ist die Festlegung einer 
Zellpolarität (Wendland und Philippsen, 2001). Während des polaren 
Hyphenwachstums ist die tatsächliche Wachstumszone auf einen kleinen Bereich der 
Hyphenspitze konzentriert (Heath und Steinberg, 1999). Diese Zellpolarität wird 
während des filamentösen Wachstums aufrechterhalten, während im Gegensatz dazu in 
Hefezellen von S. cerevisiae oder C. albicans  nur während der frühen Phase der 
Knospenausbildung polares Wachstum stattfindet, welches dann aber ab einem 
bestimmten Zeitpunkt in isotropes Wachstum übergeht (Lew und Reed, 1995).  Zur 
Ausbildung des polaren Wachstums ist die Polymerisierung von Aktin eine 
Grundvoraussetzung. In Pilzen gibt es zwei Arten von Aktinfilamenten. Zum einen die 
kortikalen Aktinpatches, die aus verzweigten Aktinfilamenten bestehen und vom 
Arp2/3-Komplex synthetisiert werden (Winter et al., 1997), zum anderen die linearen 
2. Einleitung 
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Aktinfilamente, welche auch als Aktinkabel bezeichnet werden. Die Aktinkabelsynthese 
erfolgt durch Formine (Evangelista et al., 2002, Pruyne et al., 2002, Sagot et al., 2002a, 
b). Die dynamische Organisation des Aktinzytoskeletts in Hefezellen und Hyphen ist 
von entscheidender Bedeutung für das daraus entstehende Wachstumsmuster. Neben 
der Ausbildung der Zellpolarität sind auch Morphogenese und Zytokinese 
aktinabhängige, fundamentale Prozesse der Zelle (Drubin und Nelson, 1996). Die 
räumliche und zeitliche Kontrolle dieser Ereignisse setzt ein spezifisches Netzwerk von 
Proteinen voraus. Als zentrale Regulatoren des Aktinzytoskeletts fungieren Rho-
GTPase-Module. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei der Organisation des 
Aktinzytoskeletts als Antwort auf spezielle Umweltsignale und determinieren somit 
Wachstum und Zellform (Wendland und Philippsen, 2001). So wurde zum Beispiel 
gezeigt, dass die Rho-GTPase Cdc42 in S. cerevisiae, A. gossypii und C. albicans eine 
wesentliche Rolle für die Etablierung von Zellpolarität und damit für die Ausbildung 
von Knospen oder Hyphen spielt (Adams et al., 1990, Wendland und Philippsen, 2001, 
Ushinsky et al., 2002). In C. albicans konnte gezeigt werden, dass Cdc42 während des 
Hyphenwachstums immer in der Hyphenspitze lokalisiert (Hazan und Liu, 2002). Auch 
andere Rho-GTPasen wie Rho1  sind in verschiedenen Pilzen von großer Bedeutung für 
verschiedenste Prozesse innerhalb der Zellen (Drgonova et al., 1996, Wendland und 
Philippsen, 2001). Rho-GTPasen steuern direkt oder indirekt die Funktion der 
aktinfilamentbildenden Proteinkomplexe (Aktinnukleatoren). In S. cerevisiae wird der 
Arp2/3-Komplex durch die Proteine Abp1, Bee1/Las17 und Pan1 aktiviert (Winter et 
al., 1999, Duncan et al., 2001, Goode et al., 2001, Lechler et al., 2001,). In 
Deletionsmutanten, die die Arp2/3-vermittelte Aktinsynthese betreffen, wurde keine 
Veränderung der Aktinkabel beobachtet, so dass geschlussfolgert wurde, dass 
Aktinpatches und Aktinkabel parallel und unabhängig voneinander synthetisiert werden. 
In der Bäckerhefe S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass die Formine Bni1 und Bnr1 
als Nukleatoren für die Synthese der Aktinkabel dienen (Evangelista et al., 2002, 
Pruyne et al., 2002, Sagot et al., 2002 a und b). Die Formine bilden eine große Familie 
eukaryotischer Proteine, die durch die Existenz der Formin-Homologie-Regionen (FH) 
charakterisiert werden. Innerhalb der Formine gibt es eine Unterfamilie, die 
Diaphanous-verwandten Formine (diaphanous-related formins DRF), die durch eine N-
terminale G-Protein-Bindedomäne (GBD) und eine C-terminale Diaphanous-
autoregulative Domäne (DAD) gekennzeichnet sind (Alberts, 2001). Die Interaktion 
dieser beiden Domänen führt zu einer inaktiven Proteinkonformation. Diese 
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inhibitorische Bindung wird erst durch die Bindung einer Rho-GTPase an die GBD 
aufgehoben (Wasserman, 1998, Alberts, 2001). Zu den DR-Forminen gehören Bni1 aus 
S. cerevisiae (Zahner et al., 1996, Kohno et al., 1996, Imamura et al., 1997), SepA aus 
A. nidulans (Harris et al., 1997), Bni1 aus A. gossypii (Schmitz et al., 2006) und 
Diaphanous aus Drosophila melanogaster (Castrillon und Wasserman, 1994). In 
Säugetieren wurden ebenfalls DR-Formine beschrieben, zum Beispiel mDia1, mDia2 
und mDia3 (Alberts et al., 1998, Watanabe et al., 1997). Die Formine enthalten zwei 
hochkonservierte Formin-Homologie-Regionen (FH), die prolinreiche FH1-Domäne 
und die FH2-Domäne (Castrillon und Wasserman, 1994). Eine weitere Domäne, die 
auch als FH3 bezeichnet wird, ist weniger konserviert und zumindest in 
Schizosaccharomyces pombe für die Lokalisierung der Formine wichtig  (Petersen et al., 
1998). Die FH1- und die FH2-Domäne sind von essentieller Bedeutung für die 
forminvermittelte Aktinfilamentsynthese (Pruyne et al., 2002, Sagot et al., 2002b, Pring 
et al., 2003). Für die Verbindung von Aktinmonomeren zu Aktinfilamenten bildet die 
FH2-Domäne eine flexible Dimerstruktur (Xu et al., 2004). Dieser Vorgang wird durch 
das Aktinbindeprotein Profilin und die Polarisomkomponente Bud6 unterstützt 
(Moseley et al., 2004). In der Bäckerhefe S. cerevisiae wurde gezeigt, dass das Formin 
Bni1 mit den Proteinen Spa2, Bud6 und Pea2 das sogenannte Polarisom bildet. Dieser 
Proteinkomplex lokalisiert an Stellen polaren Wachstums und alle Mutanten, denen 
zumindest ein Protein des Polarisoms fehlt, zeigten Defekte beim polarisierten 
Wachstum (Sheu et al., 1998, Sheu et al., 2000). Auch in C. albicans wurden Homologe 
zu den Polarisomkomponenten Bud6 und Spa2 beschrieben. Eine Deletion der Gene 
CaBUD6 und CaSPA2 führt wie in S. cerevisiae zu Polarisierungsdefekten (Crampin et 
al., 2005, Zheng et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine funktionelle Analyse 
von C. albicans Mutanten ohne funktionelles Bni1 oder Bnr1 durchgeführt werden und 
vor allem die Auswirkungen auf polarisiertes Wachstum und Zytokinese studiert 
werden.     
 
2.3. Endozytose bei Pilzen 
Das Aktinzytoskelett spielt nicht nur bei der Aufrechterhaltung des polarisierten 
Wachstums eine entscheidende Rolle, sondern auch bei den Prozessen der Endozytose 
(Überblick von Moseley und Goode, 2006). Vor allem die kortikalen Aktinpatches sind 
von essentieller Bedeutung für die Bildung von endozytotischen Vesikeln. Da die 
Patches durch den Arp2/3-Komplex synthetisiert werden, sind die Arp2/3-Aktivatoren 
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Abp1, WASP und Pan1 von großem Interesse bei der Untersuchung von Endozytose in 
Pilzen (Winter et al., 1997). Vor allem in der Bäckerhefe wurde die Funktion dieser drei 
Proteine intensiv erforscht. Das Protein Pan1, welches ein Homolog des humanen 
eps15-Proteins ist, besitzt EH-Domänen und aktiviert den Arp2/3-Komplex (Wendland 
et al., 1996, Tang und Cai, 1996, Duncan et al., 2001). Die Deletion des PAN1-Gens in 
S. cerevisiae führt zu Defekten bei der Polarisierung des Aktinzytoskeletts und der 
Endozytose (Tang und Cai, 1996, Wendland et al., 1996, Tang et al, 1997). Auch ein 
anderes EH-Domänen besitzendes Protein, Ede1, ist an der Endozytose beteiligt, ohne 
jedoch essentiell zu sein (Gagny et al., 2000). Bee1/Las17 ist das Hefehomolog des 
humanen N-Wasp-Proteins (Li, 1997). Im Gegensatz zu seinem humanen Homolog 
fehlt Las17 aber eine G-Proteinbindedomäne. Eine Deletion des LAS17-Gens führt in S. 
cerevisiae unter anderem zu Defekten im polaren Wachstum und der Zytokinese (Li, 
1997). Auch in A. gossypii und in C. albicans konnten WASP-Homologe gefunden 
werden, jeweils Wal1 genannt (Walther und Wendland, 2004a, b). In A. gossypii führte 
eine Deletion des AgWAL1-Gens nicht nur zu verlangsamtem Wachstum, sondern auch 
zu einer Fehlverteilung der Aktinpatches, die nicht mehr genau in der Hyphenspitze 
sondern subapikal lokalisierten (Walther und Wendland, 2004a). In C. albicans führte 
eine Deletion des CaWAL1-Gens dazu, dass das polarisierte Hyphenwachstum nicht 
aufrechterhalten werden konnte (Walther und Wendland, 2004b). In beiden Organismen 
wurde außerdem beoachtet, dass die WASP-Homologen eine wichtige Rolle bei der 
Fusion von Vakuolen spielen (Walther und Wendland, 2004 a, b). Auch in S. cerevisiae 
zeigten Mutanten ohne funktionelles WASP-Homolog Defekte bei der Endozytose 
(Naqvi et al., 1998). In S. cerevisiae wurden Proteine identifiziert, welche mit 
Las17/Bee1 interagiert und auch für die Endozytose von Bedeutung sind. Eines dieser 
Proteine wird Gen BZZ1 kodiert (Soulard et al., 2002, Soulard et al., 2005). Das S. 
cerevisiae Gen ABP1 kodiert für ein Aktinbindeprotein, welches ebenfalls für die 
Aktivierung des Arp2/3-Komplexes benötigt wird (Drubin et al., 1990, Goode et al., 
2001). Abp1 ist während der Endozytose am Transport der Vesikel von der 
Zellmembran in das Zellinnere beteiligt (Kaksonen et al., 2003). Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden verschiedene C. albicans Gene, deren Hefehomologe für endozytische 
Proteine kodieren durch PCR-basierende Verfahren deletiert (Gola et al., 2003) und 
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2.4. Die Regulation der Expression telomerassoziierter Gene in Pilzen 
Einzelne Zellen von genetisch isogenen Kulturen weichen durch auffallende 
Phänotypen von der Mehrheit der Zellen ab. Diese Abweichungen können nur durch 
eine heterogene Expression spezieller Gene erklärt werden. Diese heterogene 
Genexpression wurde bei vielen Mikroorganismen beobachtet und ist von großer 
Bedeutung für zum Beispiel für die Pathobiologie von Krankheitserregern (Avery, 
2006). 
Die Bäckerhefe S. cerevisiae enthält fünf Gene der FLO-Familie, von denen vier mit 
den Telomeren assoziiert sind, während das einzige exprimierte Gen, FLO11, nicht in 
der Nähe von Telomeren oder Centromeren liegt (Guo et al., 2000). Die Expression von 
FLO11 ist in S. cerevisiae wichtig für Adhäsion an Oberflächen (Reynolds und Fink, 
2001) sowie bei der Ausbildung von Pseudohyphen (Gagiano et al., 1999, Lo und 
Dranginis, 1996). Die Expression der Gene FLO11 und FLO10 wird sowohl durch 
Promotorspezifische Regulation durch Histondeacetylasen wie Hda1, Hst1 und Hst2 als 
auch durch Positionseffekte reguliert (Halme et al., 2004). In S. cerevisiae wurden noch 
andere Gene, die in der Nähe der Telomere liegen und deren Expression durch den 
sogenannten Telomerpositionseffekt reguliert wird untersucht (Gottschling et al., 1990, 
Pirrotta und Gross, 2005). Am Beispiel von IMD1 konnte in S. cerevisiae gezeigt 
werden, dass die promotorspezifische Stilllegung eines Gens abhängig ist von der Nähe 
zum Telomer (Barton und Kaback, 2006). Dabei wurde auch herausgefunden, dass 
dieser natürliche Telomerpositionseffekt durch die Deletion von SIR3 und eine größere 
Entfernung des Zielgens vom Telomer aufgehoben werden kann (Barton und Kaback, 
2006). Für Sir3 wurde auch nachgewiesen, dass es an der Regulation der Expression 
von FLO10 beteiligt ist (Halme et al., 2004). Insgesamt wurden über 
Transkriptionsanalyse über 60 S. cerevisiae Gene identifiziert, deren Expression in 
Mutanten ohne funktionelle Sir2, Sir3 oder Rap1 Proteine gesteigert wurde. Die meisten 
dieser Gene sind in der Nähe von Telomeren lokalisiert (Wyrick et al., 1999, Vega-Pala 
et al., 2000, Halme et al., 2004).  
Bei Untersuchungen des Transkriptionsprofils von C. albicans während des Wechsels 
zwischen Hefe- und Hyphenwachstum wurde die Hochregulation von sogenannten 
CTA2-Genen beobachtet (Nantel et al., 2002). Diese Gene kodieren vermutlich für 
Transkriptionsfaktoren (CTA= Candida Transkriptionsaktivator, Kaiser et al., 1999). 
Durch die Annotierung des Genoms von C. albicans (Braun et al., 2005) konnte die 
Position der verschiedenen CTA2-ORFs in der Nähe von Telomeren gezeigt werden. In  
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Candida dubliniensis wurden Homologe zu den C. albicans CTA2-Genen gefunden, 
jedoch noch keine Aussagen über die mögliche Funktion gemacht (Moran et al., 2004). 
Interessanterweise gibt es zu den CTA2-Genen keine Homologe in S. cerevisiae oder 
anderen Eukaryoten. 
In dieser Arbeit sollten erste Untersuchungen über die Expression ausgewählter CTA2-
Gene in C. albicans gemacht werden und Rückschlüsse auf die Regulation der 
Expression ermöglicht werden. 
 
3. Material und Methoden 
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3. Material und Methoden 
 
3.1. Arbeiten mit Candida albicans 
 
3.1.1. Stämme und Medien 
Für alle Arbeiten mit Candida albicans wurden der Wildtypstamm SC5314 (Gillum et 
al., 1984, Tabelle 2) und seine Derivate BWP17 (Wilson et al., 1999, Tabelle 2) und 
SN148 (Noble und Johnson, 2005, Tabelle 2) verwendet. Für die Transformation wurde 
BWP17 in YPD (Yeast extract Peptone Dextrose, 10g/l Casein-Pepton, 20g/l Glucose, 
20g/l Hefeextrakt) bei 30°C angezogen. Zur Selektion der transformierten Stämme 
wurde SD Minimalmedium (20g/l Agar, 20g/l Glucose, 6,7g/l Yeast Nitrogen Base mit 
Ammoniumsulfat, YNB, Qbiogen) verwendet. Um die Auxotrophien von BWP17 und 
seinen Derivaten auszugleichen wurden je nach Bedarf Arginin (20mg/l), Histidin 
(20mg/l) oder Uridin (40mg/l) zugegeben. Zum Anschalten von CaMAL2-Promotor-
regulierten Allelen wurden die betreffenden Stämme auf Minimalmedium angezogen, 
welches 20g/l Maltose als Ersatz für Glucose enthielt. Für die Hypheninduktion von C. 
albicans bei 37°C wurde SD-Medium mit 10% Serum (Calf Serum, Sigma) 
beziehungsweise N-Acetylglucosamin (0,5g/l, Roth) verwendet. Alternativ wurde 
SPIDER-Medium (20g/l Agar, 2g/l Dikaliumhydrogenphosphat, 10g/l Hefeextrakt, 
10g/l Mannit, 5g/l Natriumchlorid, 16g/l Trypton, nach Liu et al., 1994) benutzt. Für 
Tests mit 5-Fluoroorotsäure (5-FOA, Fermentas) wurde mit DMSO eine Stammlösung 
von 50mg/ml hergestellt. Platten mit 5-FOA enthielten eine Konzentration von 1mg/ml.  
 
3.1.2. Transformation von C. albicans 
Alle für die Transformation verwendeten PCR-Produkte wurden mit 
Oligonukleotidprimern (Tabelle 1) von pFA-Plasmiden amplifiziert (siehe Tabelle 3). 
Dafür wurden nach bereits beschriebenen Methoden S1-und S2-Oligonukleotidprimer 
benutzt (Gola et al., 2003). Diese Primer enthalten am 5’-Ende eine 100bp lange 
Sequenz homolog zum Zielgen und am 3’-Ende 20bp, welche komplementär zum 
jeweiligen pFA-Plasmid sind (Tabelle 1). Die C. albicans Stämme wurden entweder 
nach der Lithiumacetat-Methode oder durch Elektroporation (Walther und Wendland, 
2003, Köhler et al., 1997) transformiert. Unabhängig von der Methode wurden jeweils 
25µl PCR-Produkt mit der Zellsuspension gemischt und transformiert. Die 
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Elektroporation erfolgte mit Küvetten mit Elektrodenabstand von 2mm  bei einem Puls 
von 1,8kV. Je 100µl Transformationsansatz wurden auf die Selektionsplatten 
ausplattiert und für 2 bis 5 Tage bei 30°C inkubiert.  
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A-P1b new: ggtaccGGTTACAGAACTGCTAGTGTTGGC 
3’cDNA-2661_CTA2: CGAGCAATGTCATGTTCAACCC 
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Alle Oligonukleotidprimer sind in 5’-3’-Richtung angegeben. Die kleingedruckten Buchstaben zeigen  
bei den S-Primern die Homologieregionen zu den pFA-Plasmiden an. Bei anderen Primern stehen die 
kleingedruckten Buchstaben für Schnittstellen für Restriktionsenzyme. Fettgedruckt sind die 
Linkersequenzen für die lexA-Fusionen. 
 
Die Verifizierung der Transformanten erfolgte über PCR auf Zellmaterial der 
gewachsenen Kolonien. Zum Nachweis des 5’-Endes eines Markergens wurde eine 
PCR mit einem G1-Primer, der in der Region vor dem Zielgen und einem G2-Primer 
(oder U2, H2, A2 für die jeweiligen Markergene, Tabelle 1), der im Markergen binden 
konnte, durchgeführt. Analog wurde das 3’-Ende des Markers mit einem hinter dem 
Zielgen bindenden G4- und einem im Markergen bindenden G3 (U3, H3, A3)-Primer 
amplifiziert. Wurden beide Markerenden nachgewiesen, galt die Integration des 
Markers als sicher. Für die Deletion eines Zielgens wurde neben der Verifizierung der 
Integration der verwendeten Marker überprüft, ob es noch Wildtypallele gibt. Dafür 
wurde eine PCR mit I1 und I2 Oligonukleotidprimern durchgeführt, die im Zielgen 
binden (Tabelle 1). Wenn dieses PCR-Produkt auf Zellen einer Homozygote nicht 
amplifiziert werden konnte, galt die Homozygote als sicher, da kein Wildtypallel mehr 
nachgewiesen werden konnte.  
 
Tabelle 2: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten C. albicans Stämme.  
C. albicans Stamm Genotyp Herkunft 





Wilson et al., 1999 
SN148 arg4∆/arg4∆, leu2∆/leu2∆/ 
his1∆/his1∆, 
 ura3∆::imm434/ ura3∆::imm434/ 
Noble und Johnson, 
2005 
CAI-8 +SalexA-lexOPa ade2::hisG/OP-LacZ-ADE2, RPS1/rps1::SalexA - Russell und Brown, 
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Russell und Brown, 
2005 
CAJ04a3 ade2::hisG/OP-LacZ-ADE2,ura3 J. Bauer 
CAJ044a ade2::hisG/OP-LacZ-ADE2,ura3 J. Bauer 
CJW6 ede1::CaHIS1/ede1::CaURA3, arg4  Martin et al., 2006 
CJW7 ede1::CaURA3/ede1::CaHIS1, arg4  Martin et al., 2006 
CJW9 abp1::CaURA3/ABP1-GFP::CaHIS1, arg4  Martin et al., 2006 
CAJ05 abp1::CaHIS1/abp1::ARG4, ura3  Martin et al., 2006 
CAJ06 abp1::CaURA3/abp1::CaARG4, his1  Martin et al., 2006 
CAB4 bzz1::CaARG4/bzz1::CaHIS1, ura3  Martin et al., 2006 
CAB5 bzz1::CaURA3/bzz1::CaHIS1, arg4  Martin et al., 2006 
CAY2h smy1::URA3/smy1::ARG4, his1  Martin et al., 2006 
CAY2i Smy1::CaARG4/smy1::SAT1, his1, ura3 Martin et al., 2006 
GC11 BNI1/bni1::CaURA3, arg4, his1  Martin et al., 2005 
GC13 BNR1/bnr1::CaURA3, arg4, his1  Martin et al., 2005 
GC14 bni1::CaURA3/bni1::CaHIS1, arg4  Martin et al., 2005 
GC19 bnr1::CaURA3/bnr1::CaHIS1, arg4  Martin et al., 2005 
GC21 BNI1/bni1::CaHIS1, arg4, ura3  Martin et al., 2005 
GC22 BNR1/bnr1::CaHIS1, arg4, ura3  Martin et al., 2005 
GC23 bni1::CaHIS1/bni::CaURA3, arg4  Martin et al., 2005 
GC40 bni1::CaHIS1/bni1::CaARG4, ura3  Martin et al., 2005 
GC26 GNA1/gna1::CaHIS1, arg4, ura3  Martin et al., 2005 
GC27 GNA1/gna1::CaURA3, arg4, his1  Martin et al., 2005 
GC31 gna1::CaURA3/gna1::CaHIS1, arg4  Martin et al., 2005 
GC42 ADE2/ade2::MALp-ras1G13V::CaURA3, arg4, his1 Martin et al., 2005 
GC46 bni1::CaHIS1/bni1::CaARG4, 
ADE2/ade2::MALp-ras1G13V::CaURA3  
Martin et al., 2005 
GC48 bni1::CaHIS1/bni1::CaARG4, ura3  Martin et al., 2005 
GC49 bni1::CaHIS1/bni1::CaARG4, 
ADE2/ade2::MALp-ras1G13V:CaURA3  
Martin et al., 2005 
GC57 PAN1/pan1::CaURA3, arg4, his1  Martin et al., 2006 
GC58 pan1::CaURA3/PAN1-GFP::CaHIS1, arg4  Martin et al., 2006 
GC59 BNI1/BNI1-GFP::CaURA3, arg4, his1  Martin et al., 2005 
GC76 ACT1/ACT1p-StlacZ::CaURA3, arg4, his1  diese Arbeit 
GC77 6191_CTA2/6191_CTA2p-StlacZ::CaURA3, arg4, 
his1  
diese Arbeit 
GC78 6191_CTA2/6191_CTA2p-StlacZ::CaURA3, arg4, 
his1  
diese Arbeit 
GC85 2661_CTA2/2661_CTA2p-StlacZ::CaURA3, arg4, 
his1  
diese Arbeit 
GC89 ACT1/ACT1p-CaVENUS::CaURA3, arg4, his1  diese Arbeit 
GC90 ACT1/ACT1p-CaVENUS::CaURA3, arg4, his1  diese Arbeit 
GC93 2661_CTA2/2661_CTA2p::CaVENUS-CaURA3, 
arg4, his1  
diese Arbeit 
GC94 6191_CTA2/6191_CTA2p::CaVENUS-CaURA3, 
arg4, his1  
diese Arbeit 
GC101b 6191_CTA2/6191_CTA2p::StlacZ-CaURA3, arg4, 
his1, leu2  
diese Arbeit 
GC102b 6191_CTA2/6191_CTA2p::StlacZ-CaURA3, arg4, 
his1, leu2  
diese Arbeit 
GC103b ACT1/ACT1p-StlacZ::CaURA3, arg4, his1, leu2  diese Arbeit 
GC104b ACT1/ACT1p-StlacZ::CaURA3, arg4, his1, leu2  diese Arbeit 
GC105b 2661_CTA2/2661_CTA2p-StlacZ::CaURA3, arg4, 
his1, leu2  
diese Arbeit 
GC106b 2661_CTA2/2661_CTA2p-StlacZ::CaURA3, arg4, diese Arbeit 
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his1, leu2  
GC107 6191_CTA2/6191_CTA2p::CaURA3, arg4, his1  diese Arbeit 
GC108b 6191_CTA2/6191_CTA2p::CaURA3, arg4, his1, 
leu2  
diese Arbeit 
GC109b ACT1/ACT1p-CaVENUS::CaURA3, arg4, his1, 
leu2  
diese Arbeit 




arg4, his1, leu2 
diese Arbeit 
GC112b 2661_CTA2/2661_CTA2p-CaVENUS::CaURA3, 
arg4, his1, leu2  
diese Arbeit 
GC113b 6191_CTA2/6191_CTA2p-CaVENUS::CaURA3, 
arg4, his1, leu2  
diese Arbeit 
GC114b 6191_CTA2/6191_CTA2p-CaVENUS::CaURA3, 
arg4, his1, leu2  
diese Arbeit 
GC115 gna1::CaHIS1/gna1::CaARG4, ura3  diese Arbeit 
GC118b 2661_CTA2/2661_CTA2prom-CaURA3, arg4, 
his1, leu2  
diese Arbeit 
GC123b HDA1/hda1::CmLEU2, arg4, his1, ura3  diese Arbeit 
GC124b hda1::CmLEU2/hda1::CdHIS1, arg4, ura3  diese Arbeit 
GC125b 6191_CTA2/6191_CTA2prom-CaURA3,  
HDA1/hda1::CmLEU2, arg4 his1   
diese Arbeit 
GC126b hda1::CmLEU2/hda1::CdHIS1, 
6191_CTA2/6191_CTA2prom-CaURA3, arg4  
diese Arbeit 
GC127b 6191_CTA2/6191_CTA2prom-CaURA3,  
hda1::CmLEU2/hda1::CaARG4, his1   
diese Arbeit 
GC129b PAN1/CmLEU2-MET3p-PAN1, arg4, his1, ura3 Martin et al., 2006 
GC132b CmLEU2-MET3p-PAN1/pan1::CaURA3, arg4, 
his1 
Martin et al., 2006 
GC133b 6191_CTA2/6191_CTA2p-URA3, 






ScLEU2-lacZ-CaURA3, his1, arg4 
diese Arbeit 
GC136b 6191_CTA2/6191_CTA2p-lacZ-pRS415-lacZ-














Alle GC-Stämme sind Derivate von BWP17, außer die mit b gekennzeichneten, welche Derivate von 
SN148 sind. Mit a markierte Stämme sind aus CAI-8 entstanden. 
 
3.1.3 Isolierung von C. albicans DNA  
Genomische DNA des C. albicans Wildtyps SC5314 wurde nach dem Protokoll von 
Hoffman und Winston (1987) isoliert. Dafür wurden die Zellen einer stationären 
Zellkultur durch Zentrifugation gewonnen. Mit Glasperlen (0,25-0,5mm Durchmesser, 
Roth) und Phenol wurden die Zellen zur Gewinnung der Nukleinsäuren aufgeschlossen. 
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Durch RNAseA-Behandlung wurde sichergestellt, dass es keine Verunreinigungen mit 
RNA gab. Mit Chloroform-Isoamylalkohol 24:1 wurde die DNA vom Phenol gereinigt 
und nach einer Fällung mit Natriumacetat (3M, pH5,2) und 2-Propanol in Wasser 
aufgenommen und weiterverwendet. 
 
3.1.4. Porcine Intestinal Epithelium (PIE) Assay 
Der Schweinedarmepitheliumversuch (PIE) wurde nach dem bereits beschriebenen 
Protokoll unserer Arbeitsgruppe durchgeführt (Wendland et al., 2006). 
Blinddarmepithel wurde aus frisch geschlachteten Schweinen entnommen und in 
Ringerlösung gegeben (9g/l NaCl, 0,2g/l KCl, 0,2g/l CaCl, 0,1g/l NaHCO3, 1g/l 
Glucose). Die Darmstücke wurden mit Ringerlösung gewaschen und dann in 
Petrischalen mit Ringerlösung gegeben und mit einer C. albicans Zellsuspension 
beimpft. Anschließend wurden die Ansätze für 4h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die 
Darmstücke wurden danach mit Ringerlösung gewaschen. Die adhärierten Zellen 
wurden nachfolgend abgetrennt und mit Calcofluor gefärbt, um die C. albicans Zellen 
sichtbar zu machen. 
 
 
3.2. Arbeiten mit Escherichia coli  
 
3.2.1. Stämme und Medien 
Zur Vermehrung von Plasmid- DNA wurde der E. coli- Stamm DH5α (recA1, endA1, 
gyrA96, thi1, hsdR17, supE44, relA1, F-, 080dlacZ∆M15) verwendet. Die Kultivierung 
erfolgte bei 37°C in 2YT- Medium (1,6% Trypton, 1% Hefeextrakt, 0,5% NaCl). Für 




Vorbereitend auf die Transformation wurden elektrokompetente Zellen hergestellt. 
Dafür wurden 50ml 2YT- Medium mit Zellen von E. coli DH5α angeimpft und für 16h 
bei 37°C und 180U/min inkubiert. Aus dieser Kultur wurde ein Erlenmeyerkolben mit 
1000ml 2YT- Medium 1:100 angeimpft und bei 37°C und 180 U/min schüttelnd 
inkubiert. Nach dem Erreichen einer OD600 zwischen 0,5 und 0,8 wurden die Zellen für 
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15 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend bei 4000U/min und 4°C für 15 Minuten 
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit eiskaltem Wasser gewaschen und anschließend in 
20ml 10%-tigem Glycerin resuspendiert. Diese Suspension wurde erneut für 15 
Minuten bei 4000U/min und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend in 5ml 
10%-tigem Glycerin resuspendiert und auf Eppendorfgefäße aliquotiert und bei -80°C 
aufbewahrt (Dower et al., 1988, Calvin und Hanawaldt, 1988). 
Für die Transformation wurden die elektrokompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. 2YT- 
Medium und die verwendeteten Elektroporationsküvetten (2mm Elektrodenabstand) 
wurden auf Eis vorgekühlt. Der Transformationsansatz bestand aus 5µl Plasmid- DNA 
und 50µl Zellen, welche gut durchmischt, luftblasenfrei in die Küvetten überführt 
wurden. Die Elektroporation erfolgte mit 2500V. Sofort nach dem Strompuls wurden 
die Zellen in 1ml kalten 2YT- Medium aufgenommen, in ein Eppendorfgefäß überführt 
und für mindestens 30 Minuten bei 37°C inkubiert Von der Zellsuspension wurden 50- 
150µl auf 2YT- Platten mit 100µg/ml Ampicillin ausplattiert und für mindestens 12h 
bei 37°C inkubiert. 
 
3.2.3. Isolierung von Plasmid- DNA aus E. coli Zellen 
Um Plasmid- DNA aus den Zellen zu gewinnen, wurde eine alkalische Lyse 
durchgeführt (Ish-Horowicz und Burke, 1981). Dafür wurden 3ml 2YT- Medium mit 
Zellmaterial der Transformanten beimpft und für mindestens 12h bei 37°C und 
180U/min angezogen. Anschließend wurde ein Eppendorfgefäß mit 1,5ml Kultur befüllt 
und für 30 Sekunden bei 13000U/ min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 250µl P1- 
Puffer (50mM Glucose, 25mM TRIS pH 8, 10mM EDTA) resuspendiert. Nachfolgend 
wurden 250µl P2- Puffer (200mM NaOH, 1% SDS) zugegeben und die Suspension für 
5 Minuten bei Raumtemperatur vorsichtig schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden 
250µl P3- Puffer (2,55M Kaliumacetat pH 4,8) zugegeben und die Suspension für eine 
Dauer 15 Minuten mit 13000U/min abzentrifugiert. Das Lysesediment wurde verworfen 
und der Überstand mit 750µl 2- Propanol versetzt und für eine Dauer von 25 Minuten 
mit 13000U/min abzentrifugiert. Die gefällte DNA wurde nochmal mit 250µl 70%-
tigem Ethanol gewaschen und anschließend luftgetrocknet. Zum Abschluss wurde das 
Pellet in 50µl Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert. Um größere Mengen 
Plasmid- DNA zu gewinnen, wurden Qiagen- Säulen nach den Angaben des Herstellers 
verwendet (Qiagen, Hilden). Dafür wurden Zellen der gewünschten E. coli Stämme in 
100ml 2YT- Medium für 16h bei 37°C und 180U/ min angezogen. 
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Tabelle 3. Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.  
Plasmid Genotyp Herkunft 
pFA-CaURA3 CaURA3, ampR Gola et al., 2003 
pFA-CaHIS1 CaHIS1, ampR Gola et al., 2003 
pFA-CaARG4 CaARG4, ampR Gola et al., 2003 
pFA-CmLEU2 CmLEU2, ampR Schaub et al., 2006 
pFA-CdHIS1 CdHIS1, , ampR Schaub et al., 2006 
pFA-GFP-CaURA3 GFPS65A,V68L,S72A, CaURA3, ampR Gola et al., 2003 
pQF145.2 CaADE2-CaMAL2p-ras1G13V-CaURA3-CaADE2, 
ampR 
Feng et al., 1999 
pAU36 CaACT1p, StlacZ, CaURA3, ampR Uhl und Johnson, 
2001 
CIp-lexA CaACT1p, SalexA, CaRPS1, CaURA3, ampR Russell und Brown, 
2005 
pRS415 ScLEU2, Cen-ARS, ampR Sikorski und Hieter, 
1989 
pFA-CaVenus-CaURA3 CaVENUS, CaURA3, ampR Y. Schaub 
pDrive kanR, ampR Qiagen 
pDrive-6191prom 6191_CTA2p, kanR, ampR J. Bauer 
pRS415-BNI1-GFP-
CaURA3 
ScLEU2, BNI1- GFPS65A,V68L,S72A -CaURA3, ampR diese Arbeit 
pDrive-2661prom 2661_CTA2p, kanR, ampR diese Arbeit 
pAU-6191prom-lacZ 6191_CTA2p, StlacZ, CaURA3, ampR diese Arbeit 
pDrive-2661prom-lacZ 2661_CTA2p, StlacZ, kanR, ampR diese Arbeit 
pDrive-2661prom-lacZ-
CaURA3 
2661_CTA2p, StlacZ, CaURA3, kanR, ampR diese Arbeit 
pAU-CaACT1prom-
CaVenus 
CaACT1p, CaVENUS, CaURA3, ampR diese Arbeit 
pAU-6191prom-
CaVenus 
6191_CTA2p, CaVENUS, CaURA3, ampR diese Arbeit 
pAU-2661prom-
CaVenus 
2661_CTA2p, CaVENUS, CaURA3, ampR diese Arbeit 
pDrive-6191prom-
CaURA3 
6191_CTA2p,  CaURA3, kanR, ampR diese Arbeit 
pDrive-2661prom-
CaURA3 
2661_CTA2p, CaURA3, kanR, ampR diese Arbeit 
CIp-lexA-6191_CTA2 CaACT1p, SalexA-6191_CTA2, CaRPS1, CaURA3, 
ampR 
diese Arbeit  
CIp-lexA-2661_CTA2 CaACT1p, SalexA-6191_CTA2, CaRPS1, CaURA3, 
ampR 
diese Arbeit 
pRS415-lacZ ScLEU2, StlacZ, ampR diese Arbeit 
 
 
3.3. Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae 
 
3.3.1. Stämme und Medien 
Für die Arbeiten mit S. cerevisiae wurde der Stamm BY4742 (MATα 
∆his3∆leu2∆lys1∆ura3, EUROSCARF) verwendet. Die Zellen wurden in Vorbereitung 
für die Transformation für 16h in YPD-Vollmedium bei 30°C angezogen und nach der 
Transformation auf SD-Agarplatten ausplattiert und für 2Tage bei 30°C inkubiert. Für 
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die Plasmidisolierung wurden die ausgewählten BY4742-Derivate in CSM-LEU-
Minimalmedium auf einem Heferad für 16h bei 30°C und 40U/min angezogen. 
 
3.3.2. Transformation 
Die Transformation von S. cerevisiae BY4742 wurde nach der etablierten 
Lithiumacetat-Methode von Gietz et al. (1995) durchgeführt. Von den 
Transformationsansätzen wurden 25-100µl auf Selektionsplatten ausplattiert. Diese 
wurden für 2 Tage bei 30°C inkubiert. 
 
3.3.3. Isolierung von Plasmiden 
Nach erfolgreicher Verifizierung von BY4742-Transformanten mittels PCR auf 
Zellmaterial, wurden Kolonien in 5ml CSM-LEU-Medium angeimpft und für 16h auf 
einem Heferad bei 40U/min und 30°C inkubiert. Danach wurden jeweils 1,5ml der 
Kulturen in Eppendorfgefäße überführt und für 30 Sekunden bei 13000U/min und 
Raumtemperatur abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis die 
Kulturen restlos abzentrifugiert waren. Danach wurde das Pellet in 1,5ml 1M STE-
Puffer (1M Sorbitol, 50mM TRIS, 100mM EDTA) resuspendiert und mit 20µl 
Zymolyase (2,5µg/µl) versetzt. Dieser Ansatz wurde für 30 bis 60 Minuten bei 37°C 
inkubiert, wobei die Protoplastierung der Zellen mikroskopisch überprüft wurde. 
Anschließend wurden 50µl 10%-tige SDS-Lösung zugegeben. Es folgte eine Inkubation 
von 30 Minuten bei 65°C. Danach wurden 2,55M Kaliumacetat-Puffer (P3-Puffer aus 
3.2.3.) zugegeben und der Ansatz für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurde 
die Suspension für 15 Minuten bei 13000U/min und Raumtemperatur zentrifugiert und 
der Überstand wurde mit 750µl 2-Propanol versetzt und für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend folgte ein Zentrifugationsschritt von 20 
Minuten bei 13000U/min und Raumtemperatur. Das Pellet wurde danach mit 250µl 
70%-tigem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und schließlich in 100µl Wasser 
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3.4. Arbeiten mit DNA 
 
3.4.1. Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifizierung der C. albicans Transformationskassetten wurden 
zusammengesetzte Oligonukleotidprimer verwendet (Biomers, siehe Abschnitt 3.1.2., 
Tabelle 2). Für die Kassettenamplifizierung wurden jeweils 4 PCR- Ansätze zu je 50µl 
angesetzt. Dabei wurden jeweils 37µl Wasser, 5µl 10x PCR- Puffer, 5µl 2mM dNTP-
Gemsich (Adenin, Cystein, Guanin und Thymin), je 1 µl Oligonukleotidprimer mit 
einer Konzentration von 10pM und je 1µl Plasmid- DNA in einen Ansatz gegeben. Zu 
jedem Ansatz wurde 0,5U Taq- DNA- Polymerase hinzugefügt. Puffer, Nukleinsäuren 
und Polymerase wurden von Genaxxon bezogen. Für alle Ampifizierungen wurde ein 
PCR- Programm benutzt, bei dem nach einer anfänglichen Denaturierungsphase von 4 
Minuten bei 94°C 10 Zyklen mit zunächst 1 Minute bei 93°C zur Denaturierung, 1 
Minute bei 45°C zur Anlagerung der Primer an die DNA sowie 5-7 Minuten bei 72°C 
für die Synthese folgten. Die Synthesezeit wurde je nach Größe der zu amplifizierenden 
Kassette festgelegt. Anschließend folgten 30 Zyklen bei denen die Temperatur für die 
Anlagerung der Primer auf 55°C erhöht wurde. Abschließend folgten 10 Minuten bei 
72°C zur finalen Synthese. Für die Verifizierung der Transformanten wurde eine 
diagnostische PCR auf Zellmaterial durchgeführt. Dafür wurden jeweils PCR- Ansätze 
von 25µl hergestellt. Diese enthielten 18µl Wasser, je 2,5 µl 10x PCR- Puffer und 2mM 
Nukleinsäurengemisch und jeweils 1µl der beiden Verifizierungsprimer. Zu diesen 
Ansätzen wurde wenig Zellmaterial von den Kolonien zugegeben. Anschließend 
wurden die Ansätze 3 Minuten bei 94°C inkubiert und dann 0,25U Taq- DNA- 
Polymerase pro Ansatz zugegeben. Das eigentliche PCR- Programm bestand aus 37 
Zyklen mit 1 Minute bei 93°C, 1 Minute bei 55°C und 2-4 Minuten bei 72°C sowie 
nach den Zyklen eine abschließende Inkubation von 10 Minuten bei 72°C. Die 
Synthesezeit in den Zyklen variierte ja nach Größe des gewünschten PCR- Fragments. 
 
3.4.2. Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA aus PCR- Reaktionen, von Plasmiden oder genomischen 
Ursprungs wurde mit Agarosegelen (1% Agarose in 1x TAE; 20x TAE: 0,8M Tris-
Acetat pH 8,3, 10mM EDTA) durchgeführt. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid 
(0,5µg/ml) zum Agarosegel wurden die DNA- Banden unter UV- Licht sichtbar 
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gemacht. Als DNA- Größenstandard diente mit PstI gespaltene DNA des Phagen 
Lambda (Promega). 
 
3.4.3. Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Das zu isolierende DNA- Fragment wurde zuerst gelelektrophoretisch aufgetrennt und 
anschließend unter UV- Licht sichtbar gemacht und herausgeschnitten. Die Extraktion 
der DNA aus dem Gel erfolgte nach Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden). 
 
3.4.4. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Für die Klonierung von DNA- Fragmenten oder zur Überprüfung von klonierten 
Plasmiden wurde die DNA mit Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, 
Frankfurt/ M; Jena Bioscience, Jena; MBI- Fermentas, St. Leon- Rot) gespalten. Die 




Mit Hilfe der Ligation wurden 2 DNA- Fragmente kovalent verbunden, so dass ein 
zirkuläres Plasmid entstand. Dabei wurde die T4- DNA- Ligase (Promega) verwendet. 
Die Ligationsansätze wurden für 16h bei 5°C inkubiert. Die erforderlichen 
Ionenbedingungen wurden durch die Puffer des Herstellers gewährleistet.  
 
3.4.6. Sequenzierung 
Die Sequenzierungen zur Überprüfung der konstruierten Plasmide wurde von MWG 
Biotech (Ebersberg) durchgeführt. 
 
3.4.7. Herstellung der CTA2p-lacZ-Fusionsplasmide 
Die Promotoren von 6191_CTA2 und 2661_CTA2 wurden über PCR von genomischer 
DNA amplifiziert. Dafür wurden Oligonukleotidprimer verwendet, die die Promotoren 
am 5’-Ende mit einer KpnI-Schnittstelle (P3B für 6191_CTA2 und AP1bnew für 
2661_CTA2) und am 3’-Ende mit einer XhoI-Schnittstelle fusionierten (P2B für 
6191_CTA2, P2A für 2661_CTA2). Auf diese Weise wurden 500bp des 6191_CTA2-
Promotors und 1140bp des 2661_CTA2 amplifiziert und nach Angaben des Herstellers 
in pDrive kloniert (Qiagen). Aus dem Plasmid pDrive-6191_CTA2p wurde der 
Promotor des CTA2-Gens mit KpnI/XhoI entfernt und über die gleichen Schnitte in das 
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Plasmid pAU36 (Uhl und Johnson, 2001, Tabelle 3) eingesetzt, wobei die 500bp des 
6191_CTA2-Promotors den CaACT1-Promotor ersetzten. Das damit erzeugte Plasmid 
pAU-6191_CTA2p-lacZ (Tabelle 3) wurde mit KpnI linearisiert und in verschiedene C. 
albicans Stämme transformiert. Die Integration wurde über Verifizierungs-PCR 
nachgewiesen. Im Plasmid pDrive-2661_CTA2p wurde in der Sequenz des Promotors 
ein vorher nicht verzeichneter KpnI-Schnitt festgestellt. Deswegen wurde das StlacZ-
Gen aus dem Plasmid pAU36 über PstI/BamHI herausgeschnitten und in das pDrive-
Plasmid eingesetzt, resultierend in pDrive-2661_CTA2p-lacZ. Das CaURA3-Gen wurde 
anschließend über NotI aus pFA-URA3 (Tabelle 3) entfernt und über in die NotI-
Schnittstellen von pDrive-2661_CTA2p-lacZ in das Plasmid eingebaut, womit pDrive-
2661_CTA2p-lacZ-URA3 entstand (Tabelle 3). Dieses Plasmid wurde mit SphI 
linearisiert und in C. albicans transformiert. Auch in diesem Fall wurde die Integration 
über Verifizierungs-PCR nachgewiesen. 
 
3.4.8. Herstellung der CTA2p-URA3-Fusionsplasmide 
Zur Fusion des CaURA3-Gens mit den Promotoren der CTA2-Gene wurden die 
Plasmide pDrive-6191_CTA2p und pDrive-2661_CTA2p verwendet. CaURA3 wurde 
vom Plasmid pFA-URA mit Oligonukleotidprimern amplifiziert, welche den ORF am 
5’-Ende mit einer XhoI-Schnittstelle (XhoI-URA3, Tabelle 2) und am 3’-Ende mit einer 
XmaI-Schnittstelle fusionierten (XmaI-URA3, Tabelle 2). Über XhoI/XmaI wurde 
CaURA3 in die pDrive-Plasmide eingefügt, so dass es mit den Promotoren fusioniert 
wurde, womit die Plasmide pDrive-6191_CTA2p-CaURA3 und pDrive-2661_CTA2p-
CaURA3 hergestellt wurden. Diese wurden mit KpnI linearisiert und anschließend in 
verschiedene C. albicans Stämme transformiert. Die Integration wurde über 




Die Mikroskopie wurde an einem vollautomatisierten Zeiss Axioplan2- Imaging- oder 
einem Axio-Imager-Mikroskop (Zeiss) durchgeführt. Das Mikroskop, die Fluoreszenz- 
und Transmissionslichtblenden sowie die MicroMax1024 CCD-Kamera (Princeton 
Instruments) wurden durch die Software Metamorph Version 4.6 gesteuert (Molecular 
Devices). Von einem ausgesuchten C. albicans Stamm wurde eine Kultur für mehrere 
Stunden in Minimalmedium angezogen. Von dieser Kultur wurden 1,5ml in ein 
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Eppendorfgefäß gegeben und anschließend mit Wasser gewaschen und abschließend in 
1ml Wasser aufgenommen. Davon wurden 1,5µl auf einen Objektträger gegeben und 
mikroskopiert. Die Bilder wurden in einem Vergrößerungsbereich von 630x bis 2500x 
aufgenommen und mit der Metamorph 4.6 Software bearbeitet. 
 
3.5.1. Aktinfärbung 
Die Aktinfärbung wurde nach einem Protokoll von Oberholzer et al. (2002) 
durchgeführt. Die Zellen wurden nach der gewünschten Inkubationszeit mit 
Formaldehyd (Endkonzentration 3,7%) für 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) fixiert 
und nachfolgend mit 50mM Kaliumphosphatpuffer gewaschen. Danach schloss sich 
eine zweite Fixierung mit Formaldehyd (Endkonzentration 3,7%) für eine Stunde an. 
Die Zellen wurden wieder mit 50mM Kaliumphosphatpuffer gewaschen, in diesem 
Puffer aufgenommen und mit Triton X-100 (Endkonzentration 0,1%) versetzt und für 
30 Minuten bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert und 
anschließend zweimal mit 1x PBS II (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 
2mM KH2PO4, pH 7,4) gewaschen und nachfolgend in 100µl 1x PBS II aufgenommen. 
Abschließend wurde 1µl Rhodamin-Phalloidin (20U/ml, Molecular Probes) zu den 
Zellen gegeben. Dieser Ansatz wurde bei 4°C im Dunkeln für mindestens 12h inkubiert 
und anschließend mikroskopiert. Dafür wurde der TRITC- Filter des Axioplan II- 
Mikroskops benutzt. Um die gefärbten Aktinstrukturen im Mikroskop besser zu sehen, 
wurden die Zellen in einem Mounting Medium aufgenommen. Basierend auf einem 
Protokoll für S. cerevisiae (Adams und Pringle, 1984) wurden 20mg p- Phenylendiamin 
in 2ml 1x PBS II im Dunkeln gelöst und zu dieser Lösung wurden anschließend 18ml 
50% Glycerin gegeben. Dieses Medium wurde bei -80°C im Dunkeln aufbewahrt. 
 
3.5.2. Chitinfärbung 
Für die Untersuchung der Septierung wurden die Zellen mit Calcofluor (1mg/ml) 
angefärbt. Dafür wurde zu 100µl Zellen 1µl Calcofluor gegeben. Nach einer Inkubation 
von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zellen mikroskopiert. Dafür wurde das 
Calcofluor/DAPI-Filterset verwendet. 
 
3.5.3. Mikroskopie mit Fluoreszenzproteinen 
Zur Untersuchung von GFP- markierten Proteinen und den Venus- YFP- Konstrukten 
mit verschiedenen Promotoren wurden die Zellen zunächst in Minimalmedium für 4- 
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16h angezogen und anschließend mikroskopiert. Dafür wurden die Filtersets für EGFP, 
narrow-band-EGFP und YFP benutzt. 
 
3.5.4. Anfärbung des Spitzenkörpers 
Für die Spitzenkörperfärbung von C. albicans Hyphen wurden 500µl der Kultur 
abgenommen und mit Wasser gewaschen. Danach wurde 1µl FM4-64 (0,2µg/ml) 
zugeben, der Ansatz gut gemischt und für 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde sofort mikroskopiert. 
 
3.5.5. Vakuolenfärbung 
Die stationär angewachsene Kultur eines ausgewählten C. albicans Stammes wurde mit 
frischem Minimalmedium 1:20 verdünnt. Zum Medium wurden 2µl FM4-64 (0,2µg/ml) 
pro ml Kultur gegeben. Vor der Mikroskopie wurde diese Kultur unter den gewünschten 
Bedingungen für 3 bis 4h im Dunkeln schüttelnd inkubiert.  
 
3.5.6. Zeitraffermikroskopie (durchgeführt von Andrea Walther) 
Für die Zeitraffermikroskopie wurden Zellen der zu untersuchenden C. albicans 
Stämme nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase verwendet. Kleine 
Mengen der Zellsuspension (1-2µl) wurden auf mit Agar gefüllte Objektträger gegeben 
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4.1. Molekulare Analyse der C. albicans Formingene BNI1 und BNR1 
 
4.1.1. Domänenstruktur der Formine und phylogenetische Einordnug 
In der veröffentlichten Genomsequenz von C. albicans konnten zwei Homologe des 
Formins ScBni1 von S. cerevisiae identifiziert werden. CaBNI1 wird als ORF 19.4927 
annotiert und kodiert für ein Protein mit einer Länge von 1732 Aminosäuren. Das Gen 
CaBNR1 wird als ORF 19.7537 annotiert und kodiert für ein Protein von 1485 
Aminosäuren. Zum Erstellen der Domänenstruktur aus der Aminosäuresequenz wurde 
die PFAM Protein-Familien-Datenbank des Sanger-Instituts (Bateman et al., 2004; 
www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) und der Vergleich der Aminosäurensequenz mit 
anderen Forminen aus den Ascomyceten S. cerevisiae und A. gossypii benutzt. Die 
Formine von C. albicans bestehen aus den folgenden Domänen:  einer N-terminalen G-
Protein-Bindedomäne (GBD), den Formin-Homologie-Regionen FH1, FH2 und FH3, 
einer C-terminalen Bud6-Bindedomäne (BBD) und einer Dia-autoregulatorischen 
Domäne (DAD). Zusätzlich weist CaBni1 eine Spa2-Bindedomäne (SBD) auf (Tabelle 
4, Abbildung 1). Sowohl CaBni1 als auch CaBnr1 zeigten bei der FH2-Domäne die 
größten Aminosäureidentitäten zu ihren Homologen aus A. gossypii und S. cerevisiae 
(Abbildung 1). Auch die prolinreiche FH1-Domäne ist zwischen den Forminhomologen 
hochkonserviert (Abbildung 1A, B). Für die FH3-Domäne konnte für CaBni1 eine 
Aminosäureidentität von 28 und 29% zu den ScBni1 und AgBni1 festgestellt werden. 
Diese Domäne liegt zwischen G-Protein-Bindedomäne (GBD) und Spa2-Bindedomäne 
(SBD) (Abbildung 1A). Die Lage der FH3-Domäne bei den Bnr1-Homologen ist 
verschieden. Während sie bei AgBnr1 und ScBnr1 mit der GBD überlappt, liegt sie bei 
CaBnr1 hinter der GBD. Mit 12% ist die Aminosäureidentiät der CaBnr1-FH3-Domäne 
zu den FH3-Domänen der beiden anderen Bnr1-Homologen sehr niedrig (Abbildung 
1B). Für die G-Protein-Bindedomäne von CaBni1 konnte  eine höhere 
Übereinstimmung mit der entsprechenden Domäne von AgBni1 als mit ScBni1 
festgestellt werden. (Abbildung 1A). Im Gegensatz dazu besteht bei den Bnr1-
Homologen eine höhere Aminosäureidentität zwischen den GBD von ScBnr1 und 
CaBnr1  als zwischen CaBnr1 und AgBnr1 (Abbildung 1B).  
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Tabelle 4. Position der einzelnen Domänen in den Aminosäuresequenzen von CaBni1 und CaBnr1. 
 
Domäne Position in CaBni1 Position in CaBnr1 
G-Protein-Bindedomäne 110-303 109-393 
FH3-Domäne 358-570 397-655 
Spa2-Bindedomäne 686-873 keine 
FH1-Domäne 1042-1113 847-942 
FH2-Domäne 1129-1519 954-1343 
DA-Domäne 1568-1582 1395-1409 
Bud6-Bindedomäne 1425-1732 1249-1485 
 
Wie die Bni1-Homologen aus A. gossypii und S. cerevisiae weist  CaBni1 eine Spa2-
Bindedomäne aus, die sich zwischen FH3 und FH1 befindet (Abbildung 1A, Tabelle 4). 
Die SBD von CaBni1 besitzt zu den entsprechenden Domänen von AgBni1 und ScBni1 
eine Aminosäureidentität von 32% (Abbildung 1A). Entsprechend den bekannten Bud6-
Bindedomänen der S. cerevisiae Formine konnten auch bei CaBni1 und CaBnr1 C-
terminale Domänen identifiziert werden, die mindestens 25% Aminosäureidentität zu 
den Bud6-Bindedomänen der anderen Formine zeigten ( Tabelle 4, Abbildung 1A, B). 
Für die Funktion der Formine ist die Existenz einer Dia-autoregulatorischen Domäne 
(DAD) von großer Bedeutung. Anhand der bekannten DAD aus ScBni1 wurden in 
AgBni1 und CaBni1 diese Domänen identifiziert. Die DAD von CaBni1 ist zu jeweils 
60% identisch zu den entsprechenden Regionen in ScBni1 und AgBni1 (Abbildung 1A) 
und entspricht auch der von Alberts (2001) festgelegten Konsensussequenz und zeigt 
große Übereinstimmungen zu den DAD des Formins Diaphanous aus Drosophila 
melanogaster und dem Aspergillus nidulans Formin SepA (Abbildung 2). Anhand 
dieser Konsenussequenz konnte auch für CaBnr1 eine DAD festgelegt werden, was 
einen Unterschied zu den Bnr1-Homologen von ScBnr1 und AgBnr1, einem der beiden 
Bnr1-Homologen in A. gossypii,  darstellt (Abbildung 2). Diese DAD zeigt zwar mit 
25% zu AgBnr1 und 33% zu ScBnr1 eine relativ hohe Konservierung (Abbildung 1B), 
allerdings wichen die Domänen von ScBnr1 und AgBnr1 im Gegensatz zu CaBnr1 sehr 
stark von der Konsensussequenz ab (Abbildung 2). 
4. Ergebnisse  




























Abbildung 1. Vergleich der Aminosäureidentitäten von Formin-Homologen der Ascomyceten 
Ashbya gossypii, Candida albicans und Saccharomyces cerevisiae. Es werden jeweils die 
Aminosäureidentitäten für die einzelnen Domänen in Prozent angezeigt. (A) Vergleich der Bni1-
Homologen. (B) Vergleich der Bnr1-Homologen. Für den Vergleich wurde eines der beiden fast 
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Abbildung 2. Darstellung der Sequenz von Dia-autoregulatorischen Domänen verschiedener 
Formine im Vergleich zu einer Konsensussequenz nach Alberts (2001). 
 
Beim Vergleich der beiden C. albicans Formine untereinander zeigten die Dia-
autoregulatorische Domäne mit 47%, und die FH2-Domäne mit 42% die höchsten 
Übereinstimmungen in der Aminosäuresequenz (Abbildung 1C). Vorallem im Bereich 
der GBD und der FH3 gab es nur geringe Aminosäureidentitäten (Abbildung 1C). 
Insgesamt lagen die Übereinstimmungen immer unter 50%. Diese Untersuchungen 
zeigten, dass CaBni1 näher mit seinen Homologen aus A. gossypii und S. cerevisiae 
verwandt ist, als mit dem anderen C. albicans Formin CaBnr1. Auch CaBnr1 zeigte 
engere verwandtschaftliche Beziehungen zu AgBnr1 und ScBnr1 als zu CaBnr1. Diese 
Ergebnisse werden durch einen phylogentischen Stammbaum veranschaulicht, der die 
Aufteilung der untersuchten Formine in eine Bni1-Gruppe und eine Bnr1-Gruppe zeigt 








Abbildung 3. Phylogenetischer Stammbaum von Forminen innerhalb der Ascomyceten. Der 




4.1.2. Verlangsamtes Wachstum der Formindeletionsmutanten 
Für die Funktionsanalyse von BNI1 und BNR1 in C. albicans wurden die ORFs der 
beiden Gene komplett deletiert, resultierend in den lebensfähigen Stämmen GC14 
(bni1::URA3/bni1::HIS1) und GC19 (bnr1::URA3/bnr1::HIS1). Um die Auswirkungen 
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der Gendeletion auf die Wachstumsgeschwindigkeit zu untersuchen, wurden mit 
homozygoten Mutanten, dem Wildtyp SC5314, dem Transformationsausgangsstamm 
BWP17 und den beiden heterozygoten Mutanten GC11 (BNI1/bni1::URA3) und GC13 
(BNR1/bnr1::URA3) eine Wachstumskurve erstellt. Dafür wurden Zellen der Stämme 
für 10h in YPD bei 30°C angezogen und alle 30 Minuten die optische Dichte bei 600nm 
gemessen. Aus diesen Wachstumskurven wurden anschließend die Verdopplungszeiten 
für die jeweiligen Stämme berechnet (Tabelle 5). Für den Wildtypstamm SC5314 wurde 
dabei eine Verdopplungszeit von 71 Minuten ermittelt. Mit 98 Minuten wies der 
Transformationsstamm BWP17, bei dem die Gene ARG4, HIS1 und URA3 deletiert 
sind,  ein sehr langsames Wachstum auf (Tabelle 5). Die beiden Heterozygoten, die 
zwar das URA3-Gen besitzen, denen jedoch immer noch ARG4 und HIS1 fehlten, 
wiesen höhere Verdopplungszeiten als der Wildtyp auf und lagen bei 79 Minuten für 
GC13 und 86 Minuten für GC11 (Tabelle 5). Die beiden Homozygoten wuchsen 
ebenfalls deutlich langsamer als der Wildtyp. Die bni1-Homozygote GC14 hatte eine 
Verdopplungszeit von 92 Minuten, nicht sehr viel mehr als die BNI/bni1-Heterozygote 
GC11 mit 86 Minuten (Tabelle 5). Die Deletion von BNR1 führte im Stamm GC19 zu 
einer Verdopplungszeit von 99 Minuten und damit zu einem Wachstum ähnlich dem 
von BWP17. Die Verdopplungszeit der Homozygoten war damit um 20 Minuten höher 
als die der Heterozygoten GC13 (Tabelle 5).  
 
Tabelle 5. Verdopplungszeiten von C. albicans während der Hefephase  
Stamm Verdopplungszeit in Minuten 
SC5314 71 ± 7 
BWP17 98 ± 11 
BNI1/bni1 (GC11) 86 ± 17 
bni1/bni1 (GC14) 92 ± 15 
BNR1/bnr1 (GC13) 79 ± 12 
bnr1/bnr1 (GC19) 99 ± 14 
Die Verdopplungszeiten der einzelnen Stämme wurde aus den Anstiegen der Wachstumskurven 
errechnet: td= ln2*(tx2-tx1)/(lnx2-lnx1). Dafür wurden die OD-Werte zweier verschiedener Zeitwerte 
(x1, x2) im linearen Bereich der Kurve verwendet. Die Berechnungen wurden für 5 verschiedene 
Zahlenpaare der jeweiligen Kurven durchgeführt. Aus den damit ermittelten Verdopplungszeiten wurde 
der angegebene Mittelwert errechnet. 
 
4.1.3. Untersuchungen zur Zellmorphologie der Formindeletionsmutanten 
während der Hefephase 
Um die Auswirkungen der Deletion von CaBNI1 bzw. CaBNR1 genauer festzustellen, 
wurde die Zellmorphologie während des Hefe- und des Hyphenwachstums untersucht. 
Dabei wurden jeweils der C. albicans Wildtypstamm SC5314 und die homozygoten 
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Mutanten GC14 (bni1::URA3/bni1::HIS1) und GC19 (bnr1::URA3/bnr1::HIS1) 
miteinander verglichen. Zunächst wurden Zellen der drei untersuchten Stämme für 12 H 
in Minimalmedium bei 30°C angezogen und anschließend mit Calcofluor gefärbt. Bei 
der Untersuchung der Zellmorphologie konnte festgestellt werden, dass die bni1/bni1 
Zellen sehr viel breiter waren als vergleichbare Wildtypzellen (Abbildung 4). Diese 
Beobachtung konnte durch die Vermessung der Zellen bestätigt werden (Tabelle 6). Bei 
Wildtypzellen mit einer durchschnittlichen Länge von 6,0µm und einer 
durchschnittlichen Breite von 4,6µm konnte ein Länge- Breite- Index von 1,3 berechnet 
werden (Tabelle 6). Im Gegensatz dazu betrug bei Zellen der untersuchten bni1/bni1 
Homozygoten der Länge- Breite- Index nur 1,1. Dieses Ergebnis war im wesentlichen 
auf die starke Verbreiterung der Zellen (durchschnittlich 5,7µm, Tabelle 6) 
zurückzuführen. Die Zellen waren mit durchschnittlich 6,4µm auch länger als 
Wildtypzellen, wobei die Unterschiede in der Länge nicht so stark waren wie bei der 
Breite.  Durch diese Verbreiterung bekamen die bni1/bni1 Zellen eine rundliche Gestalt 
im Vergleich zur ellipsoiden Form der Wildtypzellen (Abbildung 4). Auch die Deletion 
von CaBNR1 führte in der homozygoten Mutante zu einer veränderten Morphologie der 
Hefezellen. Die Zellen des bnr1/bnr1 Stammes waren mit einer Länge von 6,7µm 
wesentlich länger als vergleichbare Wildtypzellen (Tabelle 6), wobei es aber im 
Gegensatz zur bni1/bni1- Mutante nicht zu einer Verbreiterung der Zellen kam, mit 
einer Durchschnittsbreite von 3,9µm waren die Zellen schmaler als vergleichbare 
Wildtypzellen (Tabelle 6). Mit einem Länge- Breite- Index von 1,7 konnte gezeigt 
werden, das die Deletion von CaBNR1 zu stärker polarisierten Wachstum der Zellen 









Abbildung 4. Morphologie nach 12h in Minimalmedium bei 30°C 
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Tabelle 6. Vermessung von C. albicans Hefezellen. 





SC5314 6,0 ± 0,5 4,6 ± 0,7 1,3 1,5 ± 0,3 
bni1/bni1 6,4 ± 0,4 5,7 ± 0,4 1,1 2,4 ± 0,9 
bnr1/bnr1 6,7 ± 0,5 3,9 ± 0,4 1,7 1,5 ± 0,4 
 
Bei der Calcofluorfärbung zeigte sich bei den Zellen der bni1/bni1- Mutanten, dass die 
Knospungsnarben, übrig gebliebene Chitinringe vergangener Zellteilungen, eine 
abnorme Größe aufwiesen (Abbildung 4, Pfeil). Bei der quantitativen Untersuchung 
wurde diese Beobachtung bestätigt. Mit einem Durchmesser von ca. 2,5µm waren die 
Knospungsnarben der bni1/bni1 Zellen um etwa 67% größer als das bei den Zellen von 
SC5314 und der bnr1/bnr1 Mutanten der Fall war, die beide jeweils einen 
durchschnittlichen Knospungsnarbendurchmesser von 1,5µm zeigten (Tabelle 6).  
 
4.1.4. Die Deletion von CaBNI1 verursacht Defekte bei der Aufrechterhaltung des 
polaren Hyphenwachstums 
Nach den Untersuchungen zur Zellmorphologie erfolgte die Analyse des Wachstums 
unter Hypheninduktionsbedingungen. Dafür wurden der C. albicans Wildtyp SC5314, 
die bni1/bni1-Mutante GC14 und die bnr1/bnr1-Homozygote GC19 verwendet. 
Zunächst wurde das Verhalten der Stämme unter Induktionsbedingungen in 
Flüssigminimalmedium mit 10% Serum überprüft. Nach 3h bei 37°C zeigten sich 
deutliche Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der bni1/bni1-Mutante. Während 
Zellen von SC5314 lange und schmale Hyphen ausbildeteten, konnten sich aus 
bni1/bni1-Zellen nur Hyphen bilden, die kürzer waren und auch eine wesentlich größere 
Breite aufwiesen. Dieser Phänotyp geschwollener Hyphen konnte durchgehend 
beobachtet werden (Abbildung 5).  Die Deletion des BNR1-Gens führte im Gegensatz 
zu den bni1/bni1-Mutanten zu keinen offensichtlichen Defekten während des 
Hyphenwachstums. Die Hyphen der bnr1/bnr1-Mutante waren ebenfalls schlank und 
lang, ähnlich den Wildtyphyphen (Abbildung 5). 
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Abbildung 5. Hyphenwachstum von C. albicans. 
Zellen der angezeigten Stämme wurden für 3h in Minimalmedium mit 10% Serum bei 37°C inkubiert, 
danach mit Calcofluor gefärbt und anschließend mikroskopiert. Größenbalken: 10µm 
 
Um den Eindruck der geschwollenen Hyphen einer bni1/bni1-Mutante zu bestätigen, 
wurden von SC5314, bnr1/bnr1- und bni1/bni1-Homozygote von je 100 Hyphen die 
Länge und die Breite bestimmt (Tabelle 7). Dabei wurde für den Wildtyp nach 3h eine 
durchschnittliche Hyphenlänge von 50,8µm und eine Hyphenbreite von 2,4µm ermittelt. 
Diese Werte ergaben für SC5314 einen Länge-Breite-Index von 21,7 (Tabelle 7). Für 
die bnr1/bnr1-Mutante ergab die Vermessung ähnliche Werte, die mit 48,9µm Länge 
und 2,3µm Breite nur geringfügig von den untersuchten Wildtyphyphen abwichen. Das 
spiegelte sich auch im Länge-Breite-Index für bnr1/bnr1-Hyphen wider, der mit 21,2 
ähnlich hoch war wie bei SC5314 (Tabelle 7). Wie bereits in Abbildung 6 zu sehen war, 
wich die Länge der bni1/bni1-Hyphen deutlich von denen der anderen Stämme ab. Mit 
durchschnittlich 39,5µm waren die Hyphen der Mutante um etwa ein Fünftel kürzer als 
die des Wildtyps. Im Gegensatz dazu, wiesen die Hyphen eine deutliche Zunahme der 
Breite aus, die mit durchschnittlich 3,7µm wesentlich höher war als bei SC5314 oder 
dem bnr1/bnr1-Stamm. Diese Werte resultierten für die bni1/bni1-Hyphen in einem 
Länge-Breite-Index von 10,7 (Tabelle 7). Damit war dieser Index bei der Mutante 
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Tabelle 7. Vermessung der Hyphen von C. albicans Stämmen nach einer Inkubation von 3h in 
Flüssigminimalmedium mit 10% Serum bei 37°C. 
 
Stamm Länge (n=100) Breite (n=100) Länge-Breite-Index 
(n=100) 
SC514 50,8 ± 6,1 2,4 ± 0,2 21,7 
bnr1/bnr1 48,9 ± 7,4 2,3 ± 0,3 21,2 
bni1/bni1 39,5 ± 5,1 3,7 ± 0,6 10,7 
 
Um die Ergebnisse der Untersuchungen in Flüssigmedium zu bestätigen, wurden von 
den drei Stämmen Zeitraffermikroskopieaufnahmen angefertigt. Dabei wurde das 
Verhalten der Stämme auf Minimalagar mit 10% Serum bei 37°C über einen Zeitraum 
von 10h analysiert. Bei allen drei Stämmen wurden Einzelzellen als Ausgansmaterial 
genommen (Abbildung 6 0h). Nach 2h zeigten sowohl der Wildtyp als auch die 
bnr1/bnr1-Mutante die Ausbildung von Hyphenschläuchen. Im Vergleich dazu bildete 
die bni1/bni1-Mutante eine wesentlich kürzere und dickere Ausstülpung (Abbildung 6 
2h). Nach 4h konnten bei SC5314 und der bnr1/bnr1-Mutante deutliche Hyphen 
festgestellt werden. Die bni1/bni1-Mutante hingegen bildete nur kurze und 
angeschwollene Hyphenschläuche aus (Abbildung 6 4h). Nach 6h bildeten sich sowohl 
bei SC5314 als auch bei der bnr1/bnr1-Mutante aus den ursprünglichen Keimzellen 
neue Hyphen und auch die bereits gebildeten Hyphen zeigten neue 
Seitenverzweigungen und ein deutliches Längenwachstum, welches sich bis zum Ende 
der Aufnahmen fortsetzte, so dass sich bei beiden Stämmen ein dichtes Myzel aus 
Hyphen bildete (Abbildung 6, 6-10h). Die bni1/bni1-Mutante bildete zwar auch neue 
Austülpungen, diese wiesen jedoch kein nennenswertes Längenwachstum auf. Auch die 
primären Keimschläuche konnten nicht wesentlich an Länge zunehmen und wuchsen 
lediglich in der Breite. Auch die Spitzenregionen waren im Gegensatz zu Wildtyp und 
bnr1/bnr1-Mutante eher breit und weniger polarisiert. Nach 10h bildete die bni1/bni1-
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Abbildung 6. Zeitrafferaufnahmen vom Hyphenwachstum verschiedener C. albicans Stämme. Die 
Zellen von SC5314 und den bni1/bni1- und bnr1/bnr1-Homozygoten wurden auf CSM-Agar mit 10% 
Serum für 10h bei 37°C inkubiert. Alle 3 Minuten wurden von den Zellen Fotoaufnahmen gemacht. 
Größenbalken: 50µm 
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Abbildung 7. Hyphenwachstum auf Festmedien  
Zellen der angegebenen Stämme wurden auf Agarplatten mit Minimalmedium und 10% Serum 
aufgetropft und für 4 Tage bei 37°C inkubiert und anschließend fotografiert. 
 
Für eine langfristige Analyse des Hyphenwachstums wurden der Wildtypstamm 
SC5314 und die beiden Formindeletionsmutanten auf festem Minimalmedium mit 10% 
Serum inkubiert. Nach 4 Tagen bei 37°C wies SC5314-Kolonie eine stark zerfurchte 
Oberfläche auf. Am Rand der Kolonie wurden Hyphen sichtbar, die in den Agar 
hineinwuchsen (Abbildung 7). Eine ähnliche Kolonienmorphologie konnte für die 
bnr1/bnr1-Homozygote festgestellt werden. Auch hier konnten eine zerfurchte 
Kolonienoberfläche und Hyphen am Kolonienrand beobachtet werden (Abbildung 7). 
Im Gegensatz dazu wies die bni1/bni1-Mutante einige Unterschiede auf. Obwohl auch 
hier die Kolonienoberfläche stark zerfurcht war, zeigte sich schon bei der Oberfläche 
eine Abglättung der Kolonienränder. Auch bei der mikroskopischen Untersuchung 
konnten keine Hyphen an den Rändern der Kolonie beobachtet werden. Somit konnten 
die Defekte beim Hyphenwachstum ohne funktionelles Bni1 auch nach längeren 
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4.1.5. Untersuchungen zum Aktinzytoskelett 
Um die Bedeutung der Formine für die Herstellung von Aktinfilamenten in C. albicans  
zu untersuchen, wurde mit Hilfe von Rhodamin-Phalloidin das Aktinzytoskelett im 
Wildtypstamm SC5314, der bni1/bni1-Mutante GC14 und der bnr1/bnr1-Mutante 
GC19 angefärbt und analysiert. Zunächst wurden Hefezellen der betreffenden C. 
albicans Stämme nach einer dreistündigen Inkubation bei 30°C untersucht. Dabei zeigte 
sich für den Wildtyp SC5314, dass sich die verzweigten Aktinfilamente (Aktinpatches) 
immer an den Stellen des polaren Wachstums in der Spitze der entstehenden 
Tochterzelle konzentrierten (Abbildung 8A). Dabei konnte auch beobachtet werden, 
dass sich nach der Ausbildung des Aktinrings, der notwendig für die Zytokinese ist, die 
Aktinpatches gleichmäßiger in der Tochterzelle verteilen, so dass isotropes Wachstum 
möglich ist. In den Mutterzellen wurden nur wenig Aktinpatches. Sowohl in der Mutter- 
als auch in der Tochterzelle konnten die linearen Aktinfilamente (Aktinkabel) sichtbar 
gemacht werden. In den Mutterzellen waren die Aktinkabel besser zu sehen, als in den 
Tochterzellen, was aber auf das Fehlen Aktinpatches zurückzuführen ist, die die 
Aktinkabel zum Teil überdeckten (Abbildung 8A). Bei der homozygoten bni1/bni1-
Mutante konnten ebenfalls Aktinpatches an der Stellen des polaren Wachstums 
beobachtet werden. Ihre Verteilung war dem Wildtyp entsprechend so, dass sich die 
Aktinpatches fast ausschließlich in der Spitze der Tochterzelle konzentrierten. Auch in 
diesem Stamm konnte der Aktinring sichtbar gemacht werden. In Zellen mit Aktinring 
zeigte sich wieder die eher gleichmäßige Verteilung der Aktinpatches in der 
Tochterzelle. Die Aktinkabel konnten auch im Hintergrund einer BNI1-Deletion 
beobachtet werden und wurden sowohl in den Mutter- als auch den Tochterzellen 
gefunden (Abbildung 8A). Auch in den Hefezellen der bnr1/bnr1-Mutante konnten die 
Aktinpatches sichtbar gemacht werden und auch in diesen Zellen waren die Patches in 
den Regionen des polaren Wachstums, den Spitzen der Tochterzellen, konzentriert. 
Aktinkabel konnten ebenfalls sichtbar gemacht werden, allerdings zeigte sich dabei, 
dass in den untersuchten Zellen nur sehr wenige Aktinkabel in den Mutterzellen 
gefunden werden konnten. Diese Beobachtung unterschied sich deutlich von den 
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Abbildung 8: Untersuchung des Aktinzytoskeletts in C. albicans. 
Zellen der angegebenen Stämme wurden für 3h in CSM-Medium bei 30°C (A) oder für 3h in CSM-
Medium mit 10% Serum bei 37°C inkubiert (B) und anschließend mit Rhodamin-Phalloidin gefärbt und 
am nächsten Tag mikroskopiert. Größenbalken: 10µm 
 
 
Nachdem bei den Untersuchungen zur Morphologie für die bni1/bni1-Mutante ein 
Defekt im polaren Hyphenwachstum gezeigt werden konnte, wurde das 
Aktinzytoskelett nach einer Inkubation  unter Hypheninduktionsbedingungen ebenfalls 
mit Rhodamin-Phalloidin angefärbt und untersucht. Beim Wildtypstamm SC5314 zeigte 
sich eine sehr starke Konzentration von Aktinpatches in der Hyphenspitze und eine 
Ausrichtung der Aktinkabel in Richtung der Spitzenregion (Abbildung 8B). Für die 
bnr1/bnr1-Mutante konnte ebenfalls eine Verteilung der Aktinpatches und Aktinkabel 
festgestellt werden, die der Wildtypsituation entsprach. (Abbildung 8B). Die bni1/bni1-
Mutante zeigte ebenfalls Aktinpatches, die in der Hyphenspitze konzentriert waren. Es 
wurden ebenfalls Aktinkabel beobachtet, die vorallem im subapikalen Bereich zwischen 
Hyphenspitze und dem entstehenden Aktinring zu sehen waren (Abbildung 8B). Somit 
konnte gezeigt werden, dass weder Bni1 noch Bnr1 eine essentielle Rolle für die 
Ausbildung linearer Aktinkabel haben und keinen Einfluss auf die Synthese oder 
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4.1.6. Analyse von Endozytose und Vakuolenmorphologie 
Neben den Untersuchungen zum polaren Wachstum sollte auch der Verlauf der 
Endozytose in den Mutanten ohne BNI1 oder BNR1 untersucht werden. Dafür wurden 
neben diesen Mutanten auch der C. albicans Wildtyp SC5314 und die bereits 
beschriebene C. albicans wal1/wal1-Mutante CAT6 (Walther und Wendland, 2004a) 
untersucht. Zunächst wurden Endozytose und Vakuolenmorphologie während des 
Hefewachstums untersucht. Dafür wurden Zellen der jeweiligen Stämme für mindestens 
10h in Minimalmedium, welches bereits den Vakuolenfarbstoff FM4-64 enthielt.  Die 
Aufnahme von FM4-64 bedeutete, dass die Zellen in der Lage waren, Endozytose 
durchzuführen. Bei allen untersuchten Stämme kam es zur Aufnahme  dieses 
Farbstoffes in die Zellen (Abbildung 9A). Während bei den verschiedenen Stämmen in 
den Knospenspitzen eine Ansammlung von kleineren Vakuolen und Vesikeln zu 
beobachten gab, konnten Unterschiede in der Mutterzelle festgestellt werden. Typisch 
für den Wildtyp SC5314 war das Vorhandensein einer großen Vakuole, die einen 
großen Anteil des Zellvolumens einnimmt. Im Gegensatz dazu zeigte die wal1/wal1-
Mutante in der Mutterzelle eine Ansammlung kleinerer Vakuolen, zeigte also einen 
Defekt bei der Fusion der Vakuolen (Abbildung 9A). Die bni1/bni1-Mutante zeigte wie 
der Wildtyp nur eine große Vakuole in der Mutterzelle, auch wenn diese nicht so 
ausfüllend war wie bei SC5314 (Abbildung 9A). Die bnr1/bnr1-Mutante zeigte 
ebenfalls keinen Defekt in der Vakuolenmorphologie, auch hier konnte eine große 
Vakuole in der Mutterzelle beobachtet werden (Abbildung 9A). Anschließend wurden 
die 4 Stämme während des Hyphenwachstums untersucht. Nach Inkubation von 3h bei 
37°C in Minimalmedium mit 10% Serum und FM4-64 zeigte der Wildtyp eine 
Konzentration von Vesikeln in den apikalen und subapikalen Regionen der Hyphe, 
während die hinteren Hyphenabschnitte meist eine oder zwei große Vakuolen enthielten 
(Abbildung 9B). Die bnr1/bnr1-Mutante zeigte eine Vakuolenverteilung, die 
weitgehend der des Wildtyps entsprach (Abbildung 9B). Die bni1/bni1-Mutante war 
gekennzeichnet durch geschwollene Hyphen, wobei dieser Phänotyp jedoch keine 
Auswirkungen auf die Morphologie und Verteilung der Vakuolen hatte. Auch hier 
nahm die Größe der Vakuolen in den hinteren Hyphenabschnitten zu (Abbildung 9B). 
Im Gegensatz zu den drei anderen Stämmen zeigte die wal1/wal1-Mutante eine starke 
Ansammlung von Vesikeln in den apikalen Bereichen des Keimschlauchs und auch in 
den hinteren Abschnitten fehlten die großen Vakuolen, die beim Wildtyp und den 
Forminmutanten beobachtet werden konnten. Wie schon in der Hefephase war die 
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Mutterzelle der wal1/wal1-Pseudohyphen nicht von einer großen sondern von mehreren 
kleinen Vakuolen ausgefüllt. Der Wildtyp und die beiden Forminmutanten zeigten 



















Abbildung 9. Analyse von Endozytose und Vakuolenmorphologie. 
(A) Vakuolenmorphologie während des Hefewachstums. Zellen wurden über Nacht bei 30°C angezogen 
und gleichzeitig mit FM4-64 gefärbt. Größenbalken: 5µm. 
(B) Vakuolenmorphologie während des Hyphenwachstums. Zellen wurden für 3h bei 37°C in 




4.1.7. Das Formin Bni1 ist Teil des Spitzenkörpers von C. albicans 
Zur Untersuchung der Lokalisierung von Bni1 in C. albicans wurde das BNI1-Gen am 
C-Terminus mit dem GFP-Gen fusioniert. Der dabei entstandene Stamm GC59 
(BNI1/BNI1-GFP::HIS1) wurde anschließend untersucht. Nur in Hyphen konnte eine 
definierte Lokalisierung von Bni1-GFP festgestellt werden. In fast allen untersuchten 
Hyphen konnte ein Bni1-GFP-Signal in den Hyphenspitzen gesehen werden (96,7%, 
n=300, Abbildung 10). Da die Lokalisierung von Bni1-GFP der des Spitzenkörpers in 
anderen filamentösen Pilzen ähnelte, wurden die Hyphen des Bni1-GFP-Stammes mit 
B
A
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FM4-64 angefärbt. Diese Farbstoff macht endozytotische Vesikel sichtbar. Durch eine 
kurze Inkubation mit FM4-64 wurde erreicht, dass nur eine spezifische Region in der 
Hyphenspitze gefärbt wurde. Diese Region wurde als Spitzenkörper definiert. Dabei 
konnte festgestellt werden, dass Bni1-GFP mit dem Spitzenkörper kolokalisiert 
(Abbildung 10). Diese Kolokalisierung wurde in fast allen untersuchten Hyphen 













Abbildung 10: Bni1-GFP und der Spitzenkörper kolokalisieren in der Hyphenspitze. 
Zellen von C. albicans GC59 wurden für 5h bei 37°C in CSM-Medium mit 10% Serum inkubiert und 
anschließend mikroskopiert. In der Überlagerung ist das GFP-Signal grün, das FM4-64-Signal rot. Die 
Gelbfärbung zeigt eine Kolokalisierung der beiden Signale an. Größenbalken: 10µm. 
 
 
4.1.8. Auswirkungen der Deletion von CaBNI1 auf den Spitzenkörper  
Auf Grund der gemeinsamen Lokalisierung von Bni1 und des Spitzenkörpers wurde im 
Folgenden die Morphologie des Spitzenkörpers im Wildtyp und der bni1/bni1-Mutanten 
untersucht. Dafür wurden drei Stunden alte Hyphen mit FM4-64 angefärbt und 
mikroskopisch untersucht. In allen untersuchten Wildtyphyphen konnte eine 
Lokalisierung des Spitzenkörpers in der Hyphenspitze beobachtet werden. Der 
Spitzenkörper hatte immer ein punktförmiges Aussehen und nahm die gesamte 
Hyphenspitze ein (Abbildung 11). Wie beim Wildtyp nahm der Spitzenkörper auch in 
den angeschwollenen Hyphen der bni1/bni1-Mutanten die gesamte Hyphenspitze ein. 
Allerdings sind sowohl Hyphenspitze als auch Spitzenkörper stark verbreitert im 
Vergleich zur Situation in den Wildtyphyphen, so dass der Spitzenkörper in der 
Hellfeld GFP FM4-64 Überlagerung
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Abbildung 11. Spitzenkörpermorphologie in C. albicans. 
Zellen der angezeigten Stämme wurden für 3h in Minimalmedium mit 10% Serum inkubiert, mit FM4-64 
gefärbt und anschließend mikroskopiert. Größenbalken: 5µm. 
 
 
4.1.9. Das konstitutiv-aktive ras1G13V-Allel kann die Polarisierungsdefekte in der 
bni1/bni1-Mutante nicht kompensieren 
Für die weitere Analyse der bni1/bni1-Mutante wurden sowohl in BWP17 als auch in 
einem bni1/bni1-Stamm eine CaMAL2p- ras1G13V-CaURA3-Kassette in den CaADE2-
Locus integriert. Durch den CaMAL2-Promotor war eine Regulation des ras1G13V-Allels 
durch den Wechsel von Glucose zu Maltose als Kohlenstoffquelle möglich. Nach der 
Konstruktion der Stämme GC42 (BWP17 mit ras1G13V ) und GC46 (bni1/bni1-Mutante 
mit ras1G13V ) wurden diese auf den Effekt der Überexpression von RAS1 untersucht. 
Zunächst wurden die beiden Stämme in Flüssigminimalmedium mit 10% Serum für 3h 
bei 37°C angezogen. Für BWP17 und das Derivat mit dem ras1G13V-Allel konnte auf 
Glucose ein filamentöses Wachstum mit langen und schmalen Hyphen beobachtet 
werden. Der Wechsel der Kohlenstoffquelle zu Maltose hin bewirkte die Aktivierung 
des ras1G13V-Allels. Dabei wurde das Hyphenwachstum jedoch nicht negativ 
beeinflusst, so dass die Hyphen denen eines BWP17-Stammes ohne das konstitutiv 
SC5314 bni1/bni1
4. Ergebnisse  
Institut für Mikrobiologie der Friedrich Schiller Universität Jena 47
aktive Allel phänotypisch ähnelten (Abbildung 12) Im bni1/bni1 Hintergrund zeigte die 
ras1G13V-Mutante auf Glucose-Medium angeschwollenen Hyphen, die charakteristisch 
für bni1/bni1-Mutanten sind. In Maltosemedium, mit angeschaltetem ras1G13V-Allel und 
der damit konstitutiven Aktivität von Ras1 zeigte sich jedoch keine Veränderung des 


















Abbildung 12. Expression des konstitutiv aktiven ras1G13V-Allels in C. albicans.  
Zellen von BWP17 und der bni1/bni1-Mutanten wurden für 3h in Minimalmedien mit den angegebenen 
Kohlenstoffquellen und 10% Serum bei 37°C inkubiert und anschließend mit Calcofluor gefärbt und 
mikroskopiert. Größenbalken: 10µm. 
 
Für eine Quantifizierung dieser Beobachtungen wurden von den vier untersuchten 
Stämmen die Längen und die Breiten von jeweils 100 Hyphen vermessen. 
 
Tabelle 8. Vermessung von Hyphen von Stämmen mit und ohne ras1G13V-Allelen 
Stamm Länge in µm (n=100) Breite in µm (n=100) Länge- 
Breite-Index 
BWP17 53,7 ± 8,11 2,4 ± 0,36 22,4 
BWP17 + ras1G13V 57,0 ± 9,69 2,4 ± 0,41 23,8 
bni1/bni1 32,9 ± 3,95 3,5 ± 0,39 9,4 
bni1/bni1 + ras1G13V 34,9 ± 3,41 3,4 ± 0,31 10,3 
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In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der Hyphenvermessung aufgeführt. Dabei zeigte sich, 
dass die BWP17-Stämme mit über 50µm deutlich längere Hyphen aufwiesen, als die 
untersuchten bni1/bni1-Stämme mit 33-35µm. Sowohl im BWP17- als auch im 
bni1/bni1-Hintergrund hatte die Aktivierung des ras1G13V-Allels keine Auswirkungen 
auf die Hyphenlänge (Tabelle 8 ). Die bni1/bni1-Stämme waren mit etwa 3,5µm Breite 
deutlich breiter als die BWP17-Stämme mit durchschnittlich 2,4µm. Diese 
Vermessungsdaten bestätigen die mikroskopischen Beobachtungen, dass die Deletion 
von CaBNI1 zu kürzeren und dickeren Hyphen führt (Tabelle 8). Auch bei der 
Hyphenbreite zeigte die Integration eines konstitutiv aktiven ras1G13V-Alleles keine 
deutlichen Unterschiede. Aus den Vermessungsdaten wurde für die jeweiligen Stämme 
ein Länge-Breite-Index erstellt. Dabei haben BWP17 und BWP17 mit ras1G13V Länge-
Breite-Indizes von 22 beziehungsweise 24 (Tabelle 8). Die homozygote bni1/bni1-
Mutante besitzt einen LBI für Hyphen von 9, was weniger als die Hälfte des Wertes für 
einen vergleichbaren BWP17-Stamm ist (Tabelle 8). Auch nach der Aktivierung des 
ras1G13V-Allels konnte dieses Verhältnis zwischen Länge und Breite nicht verbessert 
werden, der LBI für den untersuchten bni1/bni1 + ras1G13V –Stammes betrug mit 10 
auch deutlich weniger als der ermittelte Index für das BWP17-Derivat mit konstitutiv 
aktiven ras1-Allel (Tabelle 8). 
Im Anschluss wurde versucht, die Ergebnisse dieser Hypheninduktionsversuche mit 
Flüssigmedium nochmals mit Versuchen auf Festmedium zu überprüfen. Bei der 
Inkubation von BWP17, der bni1/bni1-Mutanten und den jeweiligen Varianten dieser 
Stämme mit dem konstitutiv aktiven ras1G13V-Allel auf Festmedien mit Maltose als 
Kohlenstoffquelle konnte beobachtet werden, dass durch die unregulierte Aktivität von 
Ras1G13V auf der betreffende BWP17-Stamm schon bei 30°C Hyphen ausbildete, was 
bei dem BWP17 mit dem Wildtyp-Ras1 nicht zu beobachten ist (Abbildung 13). Auch 
bei 37°C ohne Serumzugabe bildete BWP17 keine Hyphen, bei der BWP17-ras1G13V-
Mutanten konnte jedoch wieder ein Hyphenkranz beobachtet werden (Abbildung 13). 
Bei 37°C mit 10% Serum bildeten beide Stämme Hyphen aus (Abbildung 13). Weder 
die bni1/bni1-Homozygote noch die bni1/bni1 + ras1G13V-Mutante zeigten unter den 
getesteten Bedingungen die Ausbildung eines Hyphenkranzes, bei beiden Stämmen 
waren die Kolonienränder glatt (Abbildung 13). Damit wurden die Beobachtungen aus 
den Versuchen mit Flüssigmedium bestätigt, dass ein konstitutiv aktives RAS1-Allel den 
Phänotyp der bni1/bni1-Mutante nicht supprimieren kann. 
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Abbildung 13. Wachstum der ras1G13V-Mutanten auf Festmedium. 
Zellen der angegebenen Stämme wurden auf Agarplatten mit Minimalmedium und den angegebenen 
Kohlenstoffquellen und gegebenenfalls 10% Serum aufgetropft und für 3 Tage bei 30°C und  37°C 




4.1.10. Zugabe von cAMP kann den Phänotyp einer bni1 Deletion nicht aufheben 
Nachdem festgestellt wurde, dass eine Expression von konstitutiv aktiven ras1G13V-
Allelen die Defizite beim Hyphenwachstum einer bni1/bni1-Mutante nicht beheben 
kann, wurde im Folgenden untersucht, ob die Zugabe von cAMP einen positiven Effekt 
auf das filamentöse Wachstum von Stämmen ohne funktionelles Bni1 hat. Dafür 
wurden die zu untersuchenden Stämme in Minimalmedium mit 10mM cAMP bei 37°C 
angezogen und anschließend mikroskopiert. Der Ausgangsstamm BWP17 zeigte nach 
3h ein normales filamentöses Wachstum mit langen und schlanken Hyphen. Auch die 
Expression des ras1G13V-Allels in BWP17 führte bei einer Induktion mit cAMP zu 
einem normalen Hyphenwachstum (Abbildung 14). Die bni1/bni1-Mutante zeigte bei 
unter diesen Bedinungen erneut die angeschwollenen kurzen Hyphen, die auch bei der 
Induktion mit Serum beobachtet werden konnten. Wurde im Hintergrund der bni1-
Deletion ras1G13V exprimiert zeigte sich auch nach der Zugabe von cAMP keine 
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Abbildung 14. Untersuchung des Hyphenwachstums nach Zugabe von cAMP. 
Zellen von BWP17, der bni1/bni1-Mutante und den jeweiligen Derivaten mit ras1G13V-Allelen wurden für 
3h in Minimalmedium mit Maltose als Kohlenstoffquelle und 10mM cAMP bei 37°C inkubiert und 
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4.2. Funtionsanalyse von Candida albicans Genen, deren Saccharomyces cerevisiae 
Homologe an der Endozytose und der Chitinsynthese beteiligt sind. 
 
4.2.1. Verwendung PCR-basierender Verfahren zur Deletion von Genen und deren 
Fusion mit GFP oder regulierbaren Promotoren 
Für die Herstellung von C. albicans Mutanten sind unterschiedliche Methoden bekannt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden für die Deletion von C. albicans Genen pFA-Plasmide 
benutzt, die jeweils ein Markergen (CaURA3, CaARG4, CaHIS1, CdHIS1, CmLEU2, 
SAT1) trugen. Über eine PCR-Amplifizierung wurden diese Gene mit 100bp großen 
Homologieregionen versehen, so dass eine gerichtete Integration in ein Allel des 
Zielgens möglich war (Abbildung 15A). Zur Herstellung einer homozygoten Mutante 
wurde auch das zweite Allel mit einem anderen Marker ersetzt. Auf diese Art und 
Weise wurden in den C. albicans Stämmen BWP17 und SN148 die Gene ABP1, BZZ1, 
EDE1 und SMY1 deletiert. Da dieses Verfahren bei der Deletion von PAN1 nicht 
erfolgreich war, wurde im Hintergrund einer PAN1/pan1-Heterozygoten das 
verbliebene Wildtypallel unter die Kontrolle eines regulierbaren Promotors gestellt 
(Abbildung 15C). Die heterozygoten Mutanten wurden auch dafür genutzt, das 
verbliebene Allel am C-terminalen Ende mit dem Gen für das grünfluoreszierende 
Protein (GFP) zu fusionieren. Dieses Verfahren wurde angewendet, um sowohl Abp1 
als auch Pan1 über GFP-Markierungen in-vivo untersuchen zu können (Abbildung 
15B). 
 
4.2.2. Untersuchung der Vakuolenmorphologie in verschiedenen C. albicans 
Mutanten 
Endozytose ist ein essentieller Prozess für das Überleben von Zellen. Um mehr über die 
Vorgänge bei der Endozytose in C. albicans zu erfahren, wurden verschiedene Gene, 
deren Homologe in S. cerevisiae an Endozytose und myosinvermittelten Prozessen 
beteiligt sind, untersucht. Zunächst wurde die Aufnahme des Vakuolenfarbstoffes FM4-
64 untersucht. Dafür wurden der C. albicans Wildtyp SC5314 und die Stämme ohne 
funktionelles ABP1, BZZ1, EDE1 oder SMY1 mit FM4-64 angefärbt und anschließend 
auf die Morphologie der Vakuolen in der Mutterzelle untersucht. Alle untersuchten 
Stämme waren in der Lage, den Farbstoff aufzunehmen, zeigten also keine Defekte bei 
der Endozytose (Abbildung 16). 
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Abbildung 15. Anwendung unterschieddlicher pFA-Plasmide zur funktionellen Analyse von C. 
albicans Genen. 
Für die Deletion (A) und die Fusion mit GFP (B) beziehungsweise einem regulierbaren Promotor (C) sind 
verschiedene pFA-Module verfügbar. Die Amplifizierung der Markergene mit S-Primern, welche die 
100bp Homologieregion enthalten, ermöglicht die Herstellung der Transformationskassetten. Die 
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Bei den Untersuchungen der Vakuolenmorphologie zeigte SC5314 bei 68% der 
Mutterzellen nur eine einzige große Vakuole (Abbildung 16, Tabelle 9). 27% der 
untersuchten Wildtypzellen besaß zwei bis drei meist gleich große Vakuolen, eine 














Abbildung 16. Vakuolenmorphologie in verschiedenen C. albicans Mutanten. 
Die angzeigten Stämme wurden über Nacht in YPD bei 30°C angezogen. Anschließend wurden Zellen 
der Stämme in frisches YPD mit 1µl FM4-64/ml Medium überimpft und nachfolgend für 3h bei 30°C 
inkubiert und anschließend mikroskopiert. Größenbalken: 10µm. 
 
 
Tabelle 9. Quantifizierung der Vakuolenmorphologie in verschiedenen C. albicans Stämmen  










1 68% 42% 37% 56% 36% 
2 bis 3 27% 42% 47% 36% 36% 
4 und mehr 5% 16% 16% 8% 28% 
 
Die ∆abp1-Mutante von C. albicans zeigte eine Steigerung bei der Anzahl von Zellen 
mit zwei oder drei Vakuolen, so dass ihr Anteil mit 42% genauso groß war, wie der der  
Zellen mit nur einer Vakuole (Abbildung 16, Tabelle 9). Auch die Zahl der Zellen mit 
mindestens vier Vakuolen erhöhte sich im Vergleich zum Wildtyp auf 16% (Tabelle 9). 
Bei der Mutante ohne funktionelles BZZ1-Gen konnte beobachtet werden, dass fast die 
Hälfte der Zellen zwischen zwei und drei Vakuolen besaß, während der Anteil der 
Zellen mit nur einer Vakuole lediglich bei 37% lag. Im Vergleich zu Wildtypzellen 
erhöhte sich der Anteil von Zellen mit mindestens vier Vakuolen auf 16%, was auch bei 
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der ∆abp1-Mutante zu beobachten war (Abbildung 16, Tabelle 9). Die Deletion des 
CaEDE1-Gens hatte im Gegensatz dazu kaum Auswirkungen auf die Morphologie der 
Vakuolen. Knapp 56% der Zellen zeigten nur eine Vakuole, bei 36% konnten nur zwei 
oder drei Vakuolen beobachtet werden. Mit 8% lag die Anzahl von Zellen mit 
mindestens vier Vakuolen leicht über dem Niveau von SC5314 (Abbildung 16, Tabelle 
9). Die ∆smy1-Mutante zeigte von allen untersuchten Stämmen den geringsten Anteil 
von Zellen mit nur einer Vakuole (36%, Tabelle 9). Auch die Zellen mit zwei oder drei 
Vakuolen waren geringer als beispielsweise bei der ∆bzz1 oder ∆abp1-Mutante (36%, 
Tabelle 9). Mit 28% war der Anteil der Zellen mit mindestens vier Vakuolen 
ungewöhnlich hoch. Diese Vakuolen waren auch kleiner als die der anderen Stämme 
(Abbildung 16, Tabelle 9). 
 
4.2.3. Die untersuchten C. albicans Mutanten zeigen keine Defekte während des 
polaren Hyphenwachstums 
Die erzeugten Mutanten ∆abp1, ∆bzz1, ∆ede1 und ∆smy1 wurden nicht nur auf ihre 
veränderte Vakuolenmorphologie und Endozytose hin überprüft, sondern auch auf ihre 
Fähigkeit zum filamentösen Wachstum. Dafür wurden die Mutanten und der 
Wildtypstamm SC5314 in verschiedenen Medien bei 37°C inkubiert. Zunächst wurden 
diese Versuche in Flüssigmedien durchgeführt. Dafür wurden neben der Induktion mit 
Serum und N-Acetylglucosamin auch Lee’s- und Spider-Medium verwendet. Der 
Wildtyp SC5314 zeigte unter allen getesteten Bedinungen die Ausbildung von Hyphen 
(Abbildung 17). Auch die untersuchten Mutanten zeigten ein wildtyp-ähnliches 
filamentöses Wachstum unabhängig vom verwendeten Medium (Abbildung 17A). 
Trotz der veränderten Vakuolenmorphologie konnten in Flüssigmedien keine Defekte 
im Hyphenwachstum der Mutanten beobachtet werden. Um eventuelle Auswirkungen 
der Deletionen auf das langfristige filamentöse Wachstum zu untersuchen, wurden die 
Mutanten und der Wildtyp nochmals auf Festmedien untersucht. Nach einer Inkubation 
von vier Tagen bei 37°C konnte jedoch bei keiner Mutante auf einem der untersuchten 
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Abbildung 17. Filamentöses Wachstum verschiedener C. albicans Stämme.  
(A) Die angezeigten Stämme wurden über Nacht in Minimalmedium bei 30°C angezogen und 
anschließend in den aufgeführten Medien verdünnt und bei 37°C für 4h inkubiert. Für die 
Hypheninduktion mit Serum oder N-Acetylglucosamin (GlcNAc) wurde Minimalmedium verwendet.  
(B) Die angezeigten Stämme wurden über Nacht in Minimalmedium bei 30°C angezogen und 
anschließend auf Agarplatten mit den aufgeführten Medien getropft und bei 37°C für 4 Tage inkubiert. 





4.2.4. Funktionelle Analyse von CaPAN1 
Für die funktionelle Analyse des CaPAN1-Gens wurde ein Allel unter die Kontrolle des 
regulierbaren MET3-Promotors gestellt, nachdem das erste Allel deletiert worden war 
(siehe Abbildung 15C). Daraus resultierte der Stamm GC132 (CmLEU2-MET3p-
PAN1/pan1::CaURA3), welcher im Folgenden genauer untersucht wurde. Zum 
Abschalten des MET3-Promotors wurden die Zellen für vier Stunden in 
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Abbildung 18. Abschaltung des PAN1-Gens führt zu morphologischen Defekten. 
Der C. albicans Wildtyp SC5314 und GC132 (MET3p-PAN1/pan1) wurden über Nacht in SD-
Minimalmedium bei 30°C angezogen und anschließend in frischem SD verdünnt. Dabei wurden parallel 
Ansätze mit je 2,5mM Methionin und 2,5mM Cystein beziehungsweise ohne diese Aminosäuren für 4h 
bei 30°C inkubiert und danach mikroskopiert (A). (B) Nach der Vorinkubation bei 30°C wurden zu den 
Ansätzen Serum zugegeben (Endkonzentration 10%) und diese für 3h bei 37°C angezogen. 
Größenbalken: 10µm. 
 
anschließend untersucht, beziehungsweise nochmals für drei Stunden bei 37°C zur 
Induktion des filamentösen Wachstums angezogen. Während des Hefewachstum zeigte 
der MET3p-PAN1/pan1-Stamm in Medium ohne Methionin und Cystein die Ausbildung 
von Zellen, die morphologisch denen des Wildtyps ähnelten. Damit konnte gezeigt 
werden, dass der MET3-Promotor unter diesen Bedingungen aktiv ist (Abbildung 18A). 
Die Zugabe der beiden Aminosäuren führte bei SC5314 zu keinen Veränderungen, 
während bei GC132 die Abschaltung des MET3-Promotors und der damit verbundene 
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Zellen waren angeschwollen und konnten sich nicht voneinander trennen (Abbildung 
18A). Auch während des filamentösen Wachstum hatte die Zugabe von Methionin und 
Cystein bei GC132 zur Folge, dass der Stamm keine wildtypähnliche Hyphen 
ausbildete, sondern ebenfalls nur extrem angeschwollene Zellklumpen, die sich deutlich 
von den Hyphen des Wildtyps oder von GC132 in Medium ohne Methionin und Cystein 
unterschieden (Abbildung 18B).  
Die Rolle von Pan1 in C. albicans während der Endozytose wurde mit einem FM4-64-
Aufnahmeversuch untersucht. SC5314 zeigte nach einer Stunde Inkubation nicht nur die 
Aufnahme von FM4-64 sondern auch die Anfärbung der Vakuolen. Dabei zeigten sich 
keine Unterschiede zwischen Zellen, die ohne Methionin/ Cystein angezogen wurden 



















Abbildung 19. Abschalten von PAN1 führt zu Defekten in der Endozytose.  
Der C. albicans Wildtyp SC5314 und GC132 (MET3p-PAN1/pan1) wurden über Nacht in SD-
Minimalmedium bei 30°C angezogen und anschließend in frischem Minimalmedium mit oder ohne 
Methionin und Cystein verdünnt. Die Ansätze wurden für 4h bei 30°C inkubiert. Anschließend wurde auf 
1ml Zellsuspension 2µl FM4-64 gegeben und die Ansätze für eine Stunde bei 30°C schüttelnd inkubiert, 
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Der Stamm GC132, in welchem PAN1 unter Kontrolle des MET3-Promotors steht, 
zeigte in Medien ohne Methionin und Cystein ebenfalls die Aufnahme von FM4-64 und 
die Anfärbung der Vakuolen (Abbildung 19). Wurde der MET3-Promotor jedoch durch 
die Zugabe der beiden Aminosäuren ausgeschaltet und damit auch die Expression von 
PAN1 gestoppt, so waren die Zellen nicht mehr in der Lage den Farbstoff aufzunehmen. 
Stattdessen lagerte er sich an den Zellmembranen ab. Damit konnte gezeigt werden, 
dass in C. albicans Pan1 essentiell für die Endozytose ist (Abbildung 19). 
 
4.2.5. Lokalisierung von Abp1-GFP und Pan1-GFP 
Im Folgenden wurde die Lokalsierung der beiden Arp2/3-Aktivatoren Abp1 und Pan1 
in C. albicans untersucht. Dafür wurden in heterozygoten ABP1/abp1- und PAN1/pan1-
Mutanten die jeweiligen verbliebenen Wildtypallele am 3’-Ende mit dem Gen für das 
grünfluoreszierende Protein (GFP) fusioniert (siehe auch Abbildung 15B). In den so 
erzeugten Stämmen wurde anschließend die Verteilung der GFP-markierten Proteine 
untersucht. Dabei zeigte sich für beide Aktivatoren ein ähnliches Verteilungsmuster. 
Während des Hefewachstums waren sowohl Abp1-GFP als auch Pan1-GFP am 
stärksten in den Knospenspitzen lokalisiert, während in den Mutterzellen nur wenige 













Abbildung 20. Lokalisierung von Abp1-GFP und Pan1-GFP in C. albicans. 
Die angezeigten Stämme wurden über Nacht in Minimalmedium bei 30°C angezogen und anschließend 
mit frischem CSM-Medium mit oder ohne 10% Serum verdünnt und im Folgenden für 3h bei 30°C 
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Während des Hyphenwachstums konnte festgestellt werden, dass sowohl Abp1-GFP als 
auch Pan1-GFP sehr stark in der Hyphenspitze konzentriert sind (Abbildung 19). Für 
beide Proteine konnte auch im Rest der Hyphen eine weniger starke Lokalisierung 
festgestellt werden, wobei die Pan1-GFP-Signale eine größere Intensität als die 









Abbildung 21. Abp1-GFP und Pan1-GFP lokalisieren nicht vollständig mit dem Spitzenkörper. 
Zellen der angegebenen Stämme wurden in Minimalmedium mit 10% Serum für 4h bei 37°C inkubiert 
und anschließend mit FM4-64 gefärbt und mikroskopiert. Aus den GFP-Bildern (grün) und den Fm4-64-
gefärbten Spitzenkörperbildern (rot) wurde mit der Metamorph-Software ein Überlagerungsbild erstellt. 
Dabei zeigt sich die Kolokalisierung von Bni1-GFP mit dem Spitzenkörper (Gelbfärbung bei 
Überlagerung), während Abp1-GFP und Pan1-GFP weitesgehend unabhängig vom Spitzenkörper 
lokalisiert sind. Größenbalken: 10µm. 
 
Auf Grund der Lokalierung von Abp1 und Pan1 in der Hyphenspitze war es von 
Interesse, inwieweit diese beiden Proteine mit dem Spitzenkörper kolokalisieren. Als 
Vergleich diente die Lokalisierung von Bni1-GFP, welches im Gegensatz zu Abp1-GFP  
und Pan1-GFP punktförmig in der Hyphenspitze lokalsiert und sich auch genau mit dem 
Spitzenkörper überlagert (Abbildung 21). Weder Abp1-GFP noch Pan1-GFP zeigen in 
der Hyphenspitze diese Kolokalisierung mit dem Spitzenkörper. Der Großteil dieser 
beiden Proteine ist unabhängig von dieser Struktur lokalisiert, nur wenige Partikel 
überlagern sich damit (Abbildung 21). 
 
4.2.6. C. albicans Mutanten ohne funktionelles GNA1-Gen benötigen zum 
Wachstum N-Acetylglucosamin  
Um die Deletion von C. albicans Genen mit Hilfe von PCR-amplifizierten 
Disruptionskassetten weiter fortzuführen, wurde das Gen CaGNA1 ausgewählt.  
C. albicans Stämme ohne funktionelles GNA1-Gen waren nicht in der Lage auf Medien 
ohne N-Acetylglucosamin zu wachsen (Abbildung 22A). Auch in YPD-Medium, 
welches durch den zugefügten Hefeextrakt Spuren von N-Acetylglucosamin enthält, 
GFP FM4-64 Überlagerung GFP FM4-64 Überlagerung GFP FM4-64 Überlagerung
BNI1-GFP ABP1-GFP PAN1-GFP
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war die ∆gna1-Mutante nicht fähig, Kolonien auszubilden. Nur in Medien, die 
ausreichende Mengen dieses Zuckers wie 0,5g/l oder 10g/l enthielten, konnte die 
Mutante wachsen. Auch in Medien, die nur N-Acetylglucosamin als Kohlenstoffquelle 
enthielten war Wachstum möglich (Abbildung 22A). Da C. albicans in Abwesenheit 
von N-Acetylglucosamin auf ein funktionelles GNA1-Gen angewiesen ist, war es von 
Interesse herauszufinden, inwieweit das Hyphenwachstum durch die Deletion des Gens 
betroffen war. In reinem Minimalmedium mit Glucose als einziger Kohlenstoffquelle 
zeigte der Wildtyp SC5314 ein hefeförmiges Wachstum, während die ∆gna1-Mutante 
Pseudohyphen ausbildete und ein sehr schlechtes Wachstum zeigte (Abbildung 22B). 
Enthielt das Medium zusätzlich 0,5g/l N-Acetylglucosamin zeigten sowohl der Wildtyp 
als auch die Mutante ein ähnliches Hyphenwachstum (Abbildung 22B). Wurde statt des 
Zuckers die Aminosäure Prolin dem Medium zugefügt, dann war der Wildtyp wiederum 
in der Lage Hyphen auszubilden, während die Mutante lediglich zu 
Pseudohyphenwachstum in der Lage war (Abbildung 22B). Das Verhalten der ∆gna1-
Mutante wurde im weiteren Verlauf der Arbeiten mit dem Schweinedarmepithel- Assay 
(PIE) untersucht. Dabei sollte vorallem festgestellt werden, ob die Mutante in der Lage 
war, auf dem Blinddarmepithelium eines frisch geschlachteten Schweins zu wachsen 
und inwiefern es die Epithelien penetrieren konnte. Der Wildtyp SC5314 konnte auf den 
Schweinedarmepithelien Hyphen ausbilden, die das Gewebe penetrierten und nicht 
abwaschbar waren (Abbildung 22C). Die GNA1/gna1-Heterozygote bildete auf den 
Epithelien im Hyphen und einen großen Anteil an Pseudohyphen aus, die deutlich 
kürzer waren als die von SC5314. Nach dem Abwaschen der Darmstücke blieben neben 
den Hyphen aber auch die meisten Pseudohyphen haften, was zeigte, dass auch diese 
fähig waren, an die Darmepithelzellen zu ahärieren (Abbildung 22C). Die ∆gna1-
Homozygote zeigte auf den Schweinedarmepithelien kein wildtypähnliches 
Hyphenwachstum sondern nur die Ausbildung von Pseudohyphen. Diese waren auch 
nicht in der Lage, an die Epithelzellen zu adhärieren, sondern konnten vollständig 
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Abbildung 22. Wachstum der gna1/gna1-Mutanten von C. albicans benötigt die Zugabe von N-
Acetylglucosamin. 
(A) Zellen der angezeigten Stämme wurden über Nacht in Minimalmedien mit je 10g/l Glucose und N-
Acetylglucosamin (GlcNAc) bei 30°C angezogen. Anschließend wurden je 5µl dieser Vorkulturen auf 
Platten mit unterschiedlichen Mengen von Glucose und N-Acetylglucosamin als C-Quellen aufgetropft 
und für 3 Tage bei 30°C beziehungsweise 37°C  inkubiert und danach fotografiert. (B) Hyphenwachstum 
der ∆gna1-Mutante. Wildtypstamm SC5314 und die gna1/gna1-Homozygote wurden bei 37°C in 
Minimalmedium mit oder ohne 0,5g/l N-Acetylglucosamin oder 0,5g/l L-Prolin für 4h angezogen und 
anschließend mikroskopiert. Die gna1-Mutante zeigte nur in Anwesenheit von N-Acetylglucosamin 
Hyphenwachstum. Größenbalken: 10µm (C) Analyse des Wachstums der gna1/gna1-Homozygoten mit 
dem Porcine Intestinal Epithelium Assay (PIE). Die Zellen der angezeigten Stämme wurden für 6h auf 
den Epithelien bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Im Gegensatz zum Wildtyp und zur Heterozygoten 
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4.3. Expression der CTA2-Gene in Candida albicans 
 
4.3.1. Vergleich der Protein-und DNA-Sequenzen der CTA2-Familie 
Das Genom von C. albicans enthält 14 offene Leserahmen, welche für Proteine der 
Cta2-Familie kodieren. Diese Proteine wurden in einem Hefe-1-Hybrid-Versuch als 
Transkriptionsaktivatoren identifiziert (CTA= Candida Transkriptionsaktivator, Kaiser 
et al., 1999). Alle diese Proteine zeichnen sich durch eine charakteristische Startsequenz 
aus, welche aus Methionin, Prolin, Glutamat und Asparagin (MPEN) besteht. Von den 
Cta2-Proteinen mit dem MPEN-Start wurde mit der DNASTAR-Software ein 
phylogenetischer Stammbaum hergestellt. Dabei ist die Unterteilung der Cta2-Proteine 
in zwei Unterfamilien deutlich zu erkennen (Abbildung 23). Die Unterfamilie A enthält 








Abbildung 23. Phylogenetischer Stammbaum der Cta2-Proteine von C. albicans. 
Der Stammbaum wurde mit der DNASTAR-Software erstellt und beeinhaltet alle Proteine der CTA2-
Familie. Die Ziffern vor den Proteinnamen bezeichnen den ORF (z.B. ORF 19.6191= 6191_Cta2). 
 
Die Cta2-Proteine der Unterfamilie A sind zwischen 225 und 273 Aminosäuren groß 
und weisen untereinander Aminosäureidentitäten von 63,3 bis 98,8% auf (Tabelle 10).  
 

















362_Cta2 xxx 91,6 91,6 94,5 91,2 92,5 90,3 63,3 
631_Cta2 91,6 xxx 98,8 93,6 88,5 94,1 95,6 79,8 
2661_Cta2 91,6 98,8 xxx 93,6 89,3 93,0 94,0 78,9 
3074_Cta2 94,5 93,6 93,6 xxx 94,1 93,2 92,7 82,7 
4054_Cta2 91,2 88,5 89,3 94,1 xxx 89,3 88,0 77,9 
6112_Cta2 92,5 94,1 93,0 93,2 89,3 xxx 96,4 79,7 
7544_Cta2 90,3 95,6 94,0 92,7 88,0 96,4 xxx 84,5 
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Dabei weicht das vom ORF 19.7680 kodierte Cta2 von den anderen Proteinen ab, zu 
denen es nur Identitäten von weniger als 90% aufweist, während die restlichen Proteine 
der Unterfamilie untereinander in der Regel zu über 90% identisch sind (Tabelle 10). 
Die Proteine der Unterfamilie B sind kürzer  und umfassen zwischen 169 und 176 
Aminosäuren. Untereinander zeigen diese B-Cta2-Proteine jedoch eine hohe 
Aminosäureidentität, die bei mindestens 94% liegt (Tabelle 11). 
 
Tabelle 11. Aminosäureidentitäten der Cta2-Proteine der B-Unterfamilie (in Prozent). 
 1925_Cta2 2295_Cta2 5467_Cta2 5700_Cta2 6191_Cta2 6337_Cta2 
1925_Cta2 xxxxxxxx 94,3 95,3 95,3 95,9 98,3 
2295_Cta2 94,3 xxxxxxxx 97,0 95,9 95,9 94,8 
5467_Cta2 95,3 97,0 xxxxxxxx 95,9 96,4 95,9 
5700_Cta2 95,3 95,9 95,9 xxxxxxxx 97,0 95,9 
6191_Cta2 95,9 95,9 96,4 97,0 xxxxxxxx 96,4 
6337_Cta2 98,3 94,8 95,9 95,9 96,4 xxxxxxxx 
 
Die beiden Unterfamilien unterscheiden sich sowohl in der Größe als auch in der 
Schlußsequenz der jeweiligen Proteine. Während alle Mitglieder der Unterfamilie A am 
Ende die Aminosäuren Glutamin, Phenylalanin, Glycin und Asparagin (QFGN) 
aufweisen, ist bei den B-Proteinen ein andere Schlußsequenz mit Phenylalanin, Leucin, 
Arginin und nochmals Leucin (FLRL) zu erkennen. Interessanterweise zeigen alle Cta2-
Proteine interne Wiederholungssequenzen, die aus zwei Glutamatresten, Alanin, 
Arginin und abschließend zwei Lysinresten bestehen. Die Anzahl dieser EK-Motive 
(EK für glutamat- und lysinreich) ist bei den einzelnen Proteinen unterschiedlich. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde von jeder Unterfamilie ein Vertreter genauer 
untersucht. Dabei wurde für den A-Zweig der  771bp große ORF 19.2661 ausgewählt, 
welcher für ein 256 Aminosäure großes Protein kodiert. Als Vertreter der B-Familie 
wurde der ORF 19.6191 untersucht, der 510bp umfasst und für ein Protein von 169 
Aminosäuren kodiert. In der Aminosäuresequenz ist sehr gut zu sehen, dass die ersten 
100 Aminosäuren am N-terminalen Ende der Proteine hochkonserviert sind, während 
sich die C-terminalen Bereiche stärker unterscheiden (Abbildung 24). Die Unterschiede 
zwischen den beiden Proteinen liegen an der verschiedenen Anzahl der EK-
Wiederholungssequenzen. Während 6191_Cta2 lediglich vier solcher Motive aufweist, 
sind es bei 2661_Cta2 elf. Damit ist vorallem der Größenunterschied zu erklären. Die 
letzen Aminosäuren sind stark verschieden. 2661_Cta2 weist den für A-Familien-Cta2-
Proteine typischen QFGN-Schluss auf, während bei 6191_Cta2 die Aminosäuren den 
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Abbildung 24. Vergleich der Proteinsequenzen der beiden Proteine 2661_Cta2 und 6191_Cta2.  
(A) Basierend auf den DNA-Sequenzen der beiden Gene wurde mit Hilfe der DNASTAR-Software die 
Aminosäuresequenz der Proteine erstellt. Die schwarz Kästchen zeigen eine identische Aminosäure in 
beiden Proteinen. Auffällig ist die hohe Konservierung im N-terminalen Bereich. Die grau eingefärbten 
Kästchen stellen die EK-Motive dar. (B) Schematische Darstellung der beiden Proteine. MPEN zeigt die 
gemeinsame Startsequenz, EK steht für die Glutamat-Lysin-reichen Motive. Die am 3’-Ende der der 
Proteine sind entweder QFGN- oder FLRL-Motive zu finden. 
 
Tabelle 12. Vergleich der einzelnen CTA2-Gene in ORF-Größe, Proteingröße und Anzahl der EK-
Motive. 
CTA2-ORF ORF-Größe  Proteingröße Anzahl der EK-Motive 
im Protein 
19.362a 678bp 225AS 8 
19.631a 774bp 257AS 12 
19.2661a 771bp 256AS 11 
19.3074a 660bp 219AS 7 
19.4054a 759bp 252AS 12 
19.6112a 768bp 255AS 12 
19.7544a 753bp 250AS 11 
19.7680a 822bp 273AS 10 
    
19.1925b 531bp 176AS 5 
19.2295b 525bp 174AS 4 
19.5467b 510bp 169AS 4 
19.5700b 510bp 169AS 4 
19.6191b 510bp 169AS 4 
19.6337b 531bp 176AS 5 
Die ORF-Größe ist in Basenpaare (bp), die Proteingröße in Aminosäuren (AS) angegeben. Die Mitglieder 
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Die Anzahl der EK-Motive in einem Cta2-Protein ist entscheidend für die Proteingröße. 
Vorallem für die Unterfamilie B läßt sich feststellen, dass die Cta2-Proteine, welche 
wenig EK-Motive enthalten wie 3074_Cta2 oder 362_Cta2, deutlich kleinere ORFs 
besitzten als die Cta2-Proteine mit 10 oder mehr EK-Motiven. Die größte festgestellte 
Anzahl der EK-Motive liegt bei 12 und ist bei drei der Cta2-A-Proteine zu beobachten 
(631_Cta2, 4054_Cta2, 6112_Cta2, Tabelle 3). Das größte Cta2-Protein mit einer Größe 
von 273 Aminosäuren wird vom ORF 19.7680 kodiert. Allerdings weist dieses Protein 
nur 10 EK-Motive auf (Tabelle 12). In der Unterfamilie B gibt es nur geringe 
Unterschiede in der Anzahl der Wiederholungsmotive. Die Zahl liegt bei vier oder fünf. 
Damit einhergehend sind diese Protein auch in ihrer Größe sehr ähnlich, keines der B-
Proteine ist größer als 176 Aminosäuren (Tabelle 12). 
 
4.3.2. Die meisten CTA2-Gene liegen in der Nähe der Telomere der Chromosomen 
Da die CTA2-Gene äußerst hochkonserviert sind und damit eine repititive Genfamilie 
darstellen, war es von Interesse herauszufinden, wo die einzelnen ORFs auf den 
Chromosomen lokalisiert sind. Anhand des annotierten C. albicans Genoms konnte 
festgestellt werden, dass die Mehrzahl der CTA2-Gene in der Nähe der Telomere an den 
Enden der Chromosomen liegen (Braun et al., 2005, Tabelle 13). Jedes Chromosom 
besitzt an mindestens einem Ende einen ORF, der für ein Cta2-Protein kodiert. Bei den 
Chromosomen 1, 3, 4 und 5 sind an beiden Enden jeweils CTA2-Gene zu finden. Als  
bisher einziges CTA2-Gen liegt der ORF 19.2661 nicht an einem Telomer, sondern 
inmitten des Chromosoms 1 (Tabelle 13). Bei der betreffenden Region sind die 
Annotierungsarbeiten jedoch noch nicht abgeschlossen. 
 
Tabelle 13. Lage der CTA2-Gene auf den Chromosomen. 
Chromosom 5’Telomer 3’Telomer Andere Lokalisierung 
R 7544_CTA2 - - 
1 6112_CTA2 ORF 19.7276a 2661_CTA2 
2 1925_CTA2 - - 
3 5467_CTA2 6191_CTA2 - 
4 362_CTA2 3074_CTA2 - 
5 5700_CTA2 4054_CTA2 - 
6 6337_CTA2 - - 
7 - ORF 19.7127.5a  
Die Lage der Gene wurde mit dem annotierten C. albicans Genom (http://candida.bri.nrc.ca/candida) 
ermittelt. Alle Chromosomen tragen an mindestens einem Telomer ein CTA2-Gen. Für die ORFs 19.631, 
19.7680 und 19.2295 konnte in der Genomsequenz keine Lokalisierung auf den Chromosomen bestimmt 
werden. Die mit a gekennzeichneten ORFs 19.7276 und 19.7127.5 kodieren ebenfalls für Proteine mit 
MPEN-Starts, aber die ORFs wurden nicht weit genug sequenziert, so dass keine Aussagen über die 
Stoppcodons möglich sind. Beide liegen aber in der Nähe der Telomere der jeweiligen Chromosomen. 
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Der C. albicans ORF 19.2661 kodiert für ein Cta2-Protein und ist bisher der einzige 
ORF der CTA2-Familie, welcher nicht am Telomer, sondern in den inneren Bereichen 
eines Chromosoms annotiert wurde (Tabelle 13, Abbildung 25A). Über die ORFs, 
welche aufwärts und abwärts von 19.2661 liegen, ist nicht bekannt, für welches Protein 
sie kodieren. 
Bei einer detailierteren Betrachtung der Nachbarschaftsverhältnisse des Gens 
6191_CTA2 konnte festgestellt werden, dass es nicht nur sehr nahe am Telomer von 
Chromosom 3 liegt (Tabelle 13, Abbildung 25B), sondern dass es auch den vorletzten 
ORF vor dem Telomer darstellt. Lediglich der ORF 19.6192 liegt noch näher am Ende 
des Chromosoms (Abbildung 25B). Über die Funktion in C. albicans oder eventuelle 
Orthologe in S. cerevisiae ist weder für 19.6191 noch 19.6192 etwas bekannt. Der 
aufwärts von 19.6191_CTA2 gelegene ORF 19.6190 ist ortholog zum S. cerevisiae Gen 















Abbildung 25. Lage von 2661_CTA2 und 6191_CTA2 auf den Chromosomen. 
Die Lage der CTA2-ORFs und der benachbarten offenen Leserahmen wurde der Candida Genome 
Database (http://www.candidagenome.org) entnommen. (A) 2661_CTA2 liegt in der mittleren Region 
von Chromosom 1. (B) 6191_CTA2 liegt in der Nähe des Telomers von Chromosom 3. 
 
19.2430 19.2429 19.2661 19.2663 19.182719.1828
Chromosom 1 (3100kb)
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4.3.3. Expressionsversuche mit lacZ 
Um die Expression der Gene 2661_CTA2 und 6191_CTA2 zu untersuchen, wurden die 
Promotoren der beiden Gene mit dem lacZ-Gen aus Streptococcus thermophilus 
fusioniert. Dafür wurden die Plasmide pAU-6191_CTA2p-lacZ-URA3 und pDrive-
2661_CTA2-lacZ-URA3 hergestellt. Diese wurden linearisiert und in verschiedene C. 
albicans Stämme tranformiert. Die ortsspezifische Integration der lacZ-Fusionen wurde 





















Abbildung 26. Konstruktion und Verifizierung der C. albicans Stämme mit der CTA2p-lacZ-URA3-
Fusion. 
(A) Mit Oligonukleotidprimern wurde vom 6191_CTA2-Promotor die ersten 500bp vor dem Startkodon 
amplifiziert und in pDrive zwischenkloniert (siehe Material und Methoden). Aus diesem Plasmid wurde 
der Promotor über KpnI/XhoI in pAU36 (Uhl und Johnson, 2001) kloniert und ersetzte dort den CaACT1-
Promotor, so dass das Plasmid pAU-6191_CTA2p-lacZ-URA3 entstand. Dieses Plasmid wurde mit KpnI 
linearisiert und in verschiedene C. albicans Stämme transformiert, wo es in den Promotor von 
6191_CTA2 eingebaut wurde. (B) Diese Integration wurde am 5’-Ende mit den Primern BP1new und 
lacZ up nachgewiesen, welche die Fusion von lacZ und Promotor zeigten. Am 3’-Ende konnte mit den 
Primern pAUveri und 3’cDNA-6191 gezeigt werden, dass der Plasmidrest vor den ORF von 6191_CTA2 
integriert wurde. (C) In das Plasmid pDrive wurden ein 1140bp großer Promotor von 2661_CTA2, das 
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transformiert. Dort wurde es in den Promotor von 2661_CTA2 integriert. (D) Zum Nachweis der 
2661_CTA2p-lacZ-Fusion in C. albicans wurden das 5’-Ende des eingefügten Plasmids (c) und das 3’-
Ende (d) über PCR mit den angegebenen Primern nachgewiesen. Die unspezifischen Banden können 





















Abbildung 27. Expression des lacZ-Gens unter der Kontrolle der CTA2-Promotoren. 
Die Expression von lacZ wurde in den Stämmen BWP17 (A) und SN148 (B) untersucht. Die Stämme 
ohne lacZ-Gen und die Derivate in denen dieses Gen unter Kontrolle der Promotoren von CaACT1, 
6191_CTA2 und 2661_CTA2 stand wurden über Nacht in YPD bei 30°C angezogen und anschließend mit 
frischem YPD-Medium verdünnt und nochmals für 4h bei 30°C inkubiert. Von diesen Kulturen wurden je 
5µl auf XMM-Platten getropft, welche X-Gal enthielten. BWP17, SN148 und die zugehörigen Derivate 
wurden auf jeweils dieselben Platten aufgetropft. Für die Induktion des filamentösen Wachstums 
enthielten die Platten entweder 10% Serum oder 0,5g/l N-Acetylglucosamin (GlcNAc). Die Platten 
wurden 4 Tage bei 30°C beziehungsweise 37°C inkubiert und anschließend fotografiert.  
 
Zur Analyse der Aktivität der CTA2-Promotoren wurden die Stämme, in denen sich das 
lacZ-Gen unter der Kontrolle der Promotoren von CaACT1, 6191_CTA2 und 
2661_CTA2 befand, auf Minimalfestmedien mit X-Gal getestet. Dabei zeigte die Stärke 
der Blaufärbung an, wie stark das lacZ-Gen in diesem Stamm exprimiert wurde. 
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filamentösen Wachstums (37°C, wobei entweder Serum oder N-Acetylglucosamin als 
Induktionsmittel dienten). Die Stämme ohne lacZ-Gen zeigten unter diesen 
Bedingungen keine Blaufärbung, da auch keine ß-Galactosidase vorhanden war. Die 
Stämme mit den ACT1p-lacZ-Konstrukten zeigten unter allen Bedingungen und in allen 
Stammhintergründen eine nahezu gleiche Blaufärbung (Abbildung 27). Die Expression 
von lacZ unter Kontrolle des 6191_CTA2-Promotors zeigte hingegen Unterschiede. Bei 
30°C gab es in BWP17 keine beobachtbare Blaufärbung, während SN148 leicht blau 
angefärbt waren (Abbildung 27). In den Stämmen BWP17 und SN148 gab es unter 
Hypheninduktionsbedingungen jedoch eine deutliche Zunahme der Blaufärbung, was 
zeigte, dass die Expression von 6191_CTA2p-lacZ deutlich gesteigert wurde 
(Abbildung 27). Für die Stämme mit den 2661_CTA2p-lacZ-Konstrukten konnte in 
BWP17 und SN148 schon bei 30°C eine recht deutliche Blaufärbung festgestellt 
werden. Unter Hypheninduktionsbedingungen zeigten die Stämme mit 2661_CTA2p-
lacZ eine starke Blaufärbung (Abbildung 27). Damit konnte gezeigt werden, dass 
während des filamentösen Wachstums die Expression von CTA2-Genen gesteigert 
wurde. 
 
4.3.4. Quantitative Bestimmung der Aktivität der CTA2-Promotoren mit 
CaVENUS-YFP 
Für die Bestimmung der Expression der CTA2-Promotoren in den Zellen wurden diese 
mit dem CaVENUS-Gen fusioniert, welches für eine optimierte Variante des 
gelbfluoreszierenden Proteins (YFP) kodiert. In den bereits für die Versuche mit β-
Galactosidase verwendeten Plasmiden wurde das lacZ-Gen gegen CaVENUS 
ausgetauscht. Die dabei hergestellten Plasmide wurden mit KpnI linearisiert und in den 
C. albicans Stamm BWP17 transformiert (Abbildung 28). Die auf diese Weise 
erzeugten Mutanten trugen Fusionen, in denen CaVENUS entweder unter Kontrolle des 
CaACT1-Promotors oder der beiden CTA2-Promotoren stand. Die Aktivität der 
Promotoren wurde unter in-vivo-Bedingungen sowohl in Flüssigkulturen bei 30°C und 
37°C als auch auf Blinddarmepithel vom Schwein untersucht. Neben den BWP17-
Derivaten mit den unterschiedlichen Promotor-Konstrukten wurde der Wildtyp SC5314 
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Abbildung 28. Konstruktion und Verifizierung der C. albicans Stämme mit der CTA2p-CaVENUS-
URA3-Fusion. 
(A) Im bereits beschriebenen Plasmid pAU-6191_CTA2p-lacZ-URA3 wurde das lacZ-Gen durch das 
CaVENUS-Gen über eine PstI/BamHI-Klonierung ersetzt. Das somit hergestellte Plasmid pAU-
6191_CTA2p-CaVENUS-URA3 wurde mit KpnI linearisiert und anschließend in C. albicans 
transformiert. (B) Diese Integration wurde am 5’-Ende mit den Primern BP1new und Venus up 
nachgewiesen, welche die Fusion von CaVENUS-YFP und Promotor zeigten (a). Am 3’-Ende konnte mit 
den Primern pAUveri und 3’cDNA-6191 gezeigt werden, dass der Plasmidrest vor den ORF von 
6191_CTA2 integriert wurde (b). (C) Im Plasmid pAU-6191_CTA2p-CaVENUS-URA3 wurde über eine 
KpnI/XhoI-Klonierung 6191_CTA2p gegen ein 500bp großes Fragment des 2661_CTA2-Promotors 
ersetzt, so dass das Plasmid pAU-2661_CTA2p-CaVENUS-URA3 hergestellt werden konnte. Dieses 
Plasmid wurde ebenfalls über KpnI linearisiert und in C. albicans transformiert. (D) Zum Nachweis der 
2661_CTA2p-CaVENUS-Fusion in C. albicans wurden das 5’-Ende des eingefügten Plasmids (c) und das 
3’-Ende (d) über PCR mit den angegebenen Primern nachgewiesen.  
 
Dieser zeigte unter allen drei getesteten Bedingungen nur eine sehr geringe 
Eigenfluoreszenz, die hauptsächlich auf das benutzte Medium zurückzuführen war 
(Abbildung 29). Der BWP17-Stamm mit dem ACT1p-CaVENUS-Konstrukt zeigte unter 
allen drei Bedinungen ein sehr starkes Fluoreszenzsignal (Abbildung 29). Eine 
quantitative Analyse dieser Fluoreszenz zeigte, dass sowohl in Hefen (30°C) als auch in 
Hyphen (37°C+ Serum, 37°C+Epithel) die Intensität des YFP-Signals annähernd gleich 
λ a bB
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war (Tabelle 14). Für den 6191_CTA2p-CaVENUS-Stamm konnte beobachtet werden, 
dass bei der Induktion von Hyphen zu einem Anstieg der Fluoreszenz kam (Abbildung 
30). Dabei war zwischen Hefezellen und Hyphen, die durch Serum induziert wurden, 
eine Verdreifachung der Intensität der YFP-Fluoreszenz in den Hyphen zu beobachten 
(Tabelle 14). Bei der Induktion auf dem Schweinedarmepithel war diese Steigerung in 
diesem Maß jedoch nicht nachzuweisen (Abbildung 29). Der 2661_CTA2p-CaVENUS-
Stamm zeigte schon in Hefezellen eine deutlich höhere YFP-Fluoreszenz als der Stamm 
mit dem 6191_CTA2-Promotor (Abbildung 29). In Hefezellen war die YFP-Intensität 
dreimal so hoch, wenn CaVENUS unter Kontrolle des 2661_CTA2-Promotors stand 
(Tabelle 14). Wurde dieser Stamm mit Serum induziert, dann zeigten die Hyphen eine 
verdoppelte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu den Hefezellen (Tabelle 14). Auf 
dem Schweinedarmepithel zeigten die Hyphen ebenfalls eine gesteigerte YFP-
Fluoreszenz, die allerdings geringer als bei den seruminduzierten Hyphen von BWP17 















Abbildung 29. Analyse der Expression von CTA2p-CaVENUS-Konstrukten auf einem natürlichen 
Epithel. 
Stationäre Kulturen der Stämme mit den verschiedenen CaVENUS-Konstrukten und dem Wildtyp wurden 
mit CSM-Minimalmedium auf eine OD600=0,3 eingestellt und bei 30°C oder 37°C (CSM mit 10% Serum) 
für 4h inkubiert, danach mit Calcofluor gefärbt und mikroskopiert. Für den Versuch mit den 
Schweinedarmepithelien wurden die Zellen mit Wasser auf eine OD600=0,3 eingestellt. Von diesen 
Lösungen wurde jeweils 1ml auf Stücken des Darmepithels getropft und anschließend für 4h bei 37°C 
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Tabelle 14. Messung der Fluoreszenzintensitäten verschiedener C. albicans Stämme. 
Stamm CSM,  4h 30°C CSM+ 10% Serum, 4h 
37°C 
PIE, 5% CO2, 4h 37°C 
SC5314 587 ± 29 597 ± 24 632 ± 35 
ACT1pCaVENUS-
URA3a 
15753 ± 1570 16296 ± 1304 16699 ± 2003 
6191_CTA2pCaVENUS-
URA3a 
841 ± 126 2913 ± 466 1042 ± 195 
2661_CTA2pCaVENUS-
URA3a 
2905 ± 282 6303 ± 701 4971 ± 446 
Die mit a gekennzeichneten Stämme sind Derivate von BWP17. Die Messung wurde anhand der 
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4.3.5. Untersuchungen zur Ausschaltung der Expression von CTA2-Genen 
Die meisten der CTA2-Gene liegen in der Nähe des Telomers. In anderen Organismen 
wurde bereits beschrieben, dass es zu einer telomerassoziierten Repression von Genen 
kommen kann. (Gottschling et al., 1990, Pirrotta und Gross, 2005). Diese Ausschaltung 
der Genexpression ist jedoch immer nur unter bestimmten Bedingungen zu beobachten, 
da sie in der Regel nur in einem Bruchteil der Zellkultur stattfindet. Um zu untersuchen, 
ob auch die CTA2-Gene durch einen Telomerpositionseffekt reguliert werden, wurden 
die Promotoren von 6191_CTA2 und 2661_CTA2 mit dem CaURA3-Gen fusioniert 




































Abbildung 30. Konstruktion von pDrive-Plasmiden, in denen das CaURA3-Gen mit verschiedenen 
CTA2-Promotoren fusioniert wurde.  
Das CaURA3-Gen wurde über PCR vom Ausgangsplasmid pFA-URA3 amplifiziert und am 5’-Ende mit 
einer XhoI-Schnittstelle und am 3’-Ende mit einer XmaI-Schnittstelle versehen. Über diese beiden 
Schnitte wurde das Gen in die pDrive-Plasmide mit den Promotoren von 6191_CTA2 beziehungsweise 























































4. Ergebnisse  
Institut für Mikrobiologie der Friedrich Schiller Universität Jena 74
gestellt. Diese entstandenen Plasmiden wurden linearisiert und in C. albicans transformiert (A, C). Die 
Integration der Plasmide wurde über diagnostische PCR nachgewiesen (B, D). 
 
 
Abbildung 31. Ausschaltung der Genexpression von 6191_CTA2 und 2661_CTA2.  
Zellen logarithmischer Kulturen der angezeigten Stämme wurden auf die Platten aufgetropft und für 4 
Tage bei 30°C oder 37°C inkubiert bevor sie fotografiert wurden. Wenn im Medium 5-FOA enthalten war 
konnten Zellen, die das URA3-Gen exprimierten nicht wachsen. Als Kontrolle dienten hierfür SC5314, 
welcher das URA3-Gen besitzt und SN148, der eine ∆ura3-Mutante ist. 
 
Die Plasmide wurde linearisiert und in C. albicans SN148 transformiert. Die  daraus 
resultierenden Mutanten wurden anschließend auf ihre Sensitivität gegen 5-Fluorotische 
Säure (5-FOA) getestet. Diese Substanz wirkt selektiv toxisch gegen Zellen, in denen 
das URA3-Gen aktiv ist. Zum Vergleich wurden der C. albicans Wildtyp SC5314, 
SN148 sowie dessen Derivate mit den 6191_CTA2p-lacZ-CaURA3-, 6191_CTA2p-
CaURA3, 2661_CTA2p-lacZ-CaURA3- und 2661_CTA2p-CaURA3-Konstrukten 
verwendet. Die Versuche wurden unter verschiedenen Bedingungen durchgeführt, um 
eventuelle Unterschiede durch die Aktivität der CTA2-Promotoren in Hefezellen und 
Hyphen zu beobachten. Der Wildtyp SC5314 wuchs bei beiden Bedingungen gleich gut. 
In Gegenwart von 5-FOA im Medium gab es jedoch kein Wachstum. Da in diesem 
Stamm CaURA3 immer exprimiert wurde, wirkte das 5-FOA auf alle Zellen toxisch 
(Abbildung 31). Der Ausgangsstamm für die Transformationen SN148 konnte nur 
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wachsen, wenn sich Uridin im Medium befand, da er das CaURA3-Gen nicht 
exprimierte. Dafür wuchs dieser Stamm sowohl bei 30°C als auch unter 
Hypheninduktionsbedingungen und wenn sich 5-FOA im Medium befand. Hier 
bestätigte sich, dass ∆ura3-Stämme resistent gegen 5-FOA sind (Abbildung 31). Die 
SN148-Derivate mit den CTA2p-lacZ-CaURA3-Konstrukten zeigten bei beiden 
getesteten Temperaturen gleiches Wachstum, unabhängig von der Anwesenheit von 
Uridin im Medium. Auf Medien mit 5-FOA ohne Uridin konnten diese Stämme 
allerdings nicht wachsen. Für 6191_CTA2p-lacZ-CaURA3-Stämme konnte auf 5-FOA-
haltigen Medien unter beiden Bedinungen das Wachstum vereinzelter Kolonien 
beobachtet werden (Abbildung 31). Für den SN148-Stamm mit 2661_CTA2p-lacZ-
CaURA3 wurde auf 5-FOA-Medien der gleiche Effekt festgestellt, nur dass das 
Wachstum der Zellen wesentlich besser war. Beide Stämme brauchten jedoch in 
Anwesenheit von 5-FOA Uridin in der Umgebung, sonst konnten sie nicht wachsen 
(Abbildung 31). Die SN148-Stämme mit den CTA2p-CaURA3-Konstrukten zeigten 
sowohl bei 30°C als auch bei 37°C immer Wachstum. Die Expression der beiden CTA2-
Promotoren war immer ausreichend, um die Selbstversorgung mit Uridin zu 
gewährleisten (Abbildung 31). Befand sich im Medium neben Uridin noch 5-FOA 
konnten sowohl 6191_CTA2p-CaURA3- als auch 2661_CTA2p-CaURA3-Stämme 
wachsen. Dieses Wachstum war deutlich besser als das der Mutanten mit den CTA2p-
lacZ-CaURA3-Mutanten (Abbildung 31). Damit wurde gezeigt, dass es in C. albicans 
zu einer Ausschaltung der CTA2-Promotoren kommt, die unabhängig von Hefe- oder 
Hyphenwachstum ist und durch eine Fusion mit dem CaURA3-Gen und anschließender 
5-FOA-Selektion sichtbar gemacht werden konnte. 
Im Anschluss wurde untersucht, ob diese Genausschaltung reversibel ist. Dafür wurden 
von den Kolonien der CTA2p-CaURA3-Stämme auf 5-FOA-Platten Zellmaterial in 
YPD-Flüssigmedium gepickt und für 24h bei 30°C angezogen. Nach dieser Inkubation 
wurden Zellen dieser Kulturen auf Platten getropft, die entweder Uridin enthielten oder 
nicht. Die YPD-Inkubation für 24h wurde mit den Kulturen noch zweimal wiederholt, 
so dass am Ende die Zellen dreimal für 24h in YPD angezogen wurden. Nach den ersten 
24h in YPD zeigten sowohl SN148+ 6191_CTA2p-CaURA3 als auch SN148+ 
2661_CTA2p-CaURA3 Wachstum auf Platten mit Uridin. Fehlte dieses aber, dann 
konnte nur der Stamm mit dem 2661_CTA2p-CaURA3-Konstrukt wachsen (Abbildung 
32). 
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Abbildung 32. Reversion der Stilllegung der CTA2-Gene in C. albicans. 
Zellen der angezeigten Stämme wurden von Kolonien von Platten mit 5-FOA (siehe Abbildung XX) 
gepickt und für 24h in YPD bei 30°C angezogen. Danch wurde von diesen Kulturen je 5µl auf Platten mit 
oder ohne Uridin getropft. Anschließend wurden die Platten für 2 Tage bei 30°C und 37°C inkubiert. Für 
die 37°C-Inkubation enthielten die Platten zusätzlich 10% Serum. Von der 24h YPD-Kultur wurden 
Zellen in frisches YPD überimpft und abermals für 24h bei 30°C angezogen und anschließend auf Platten 
getropft (2x 24h YPD). Der Vorgang wurde wiederholt (3x 24h YPD). 
 
Nach zweimaliger Inkubation von 24h in YPD zeigten bereits beide Stämme Wachstum 
auf Platten ohne Uridin, so dass man davon ausgehen konnte, dass diese SN148-
Derivate wieder das CaURA3-Gen exrprimierten (Abbildung 32). Auch nach drei 24h 
Inkubationen in YPD zeigten die beiden Stämme Wachstum auf Platten mit und ohne 
Uridin. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Zellen bei 30°C oder 37°C mit 10% Serum 
angezogen wurden (Abbildung 32). Damit konnte gezeigt werden, dass die Stilllegung 
der CTA2-Promotoren reversibel ist. 
Für die Analyse dieser Genausschaltung war es von Interesse herauszufinden, wieviele 
der ursprünglich eingesetzen Zellen eigentlich die CTA2-Promotoren ausschalten. Zu 
diesem Zweck wurden SC5314 sowie die SN148-Derivate mit den CTA2p-lacZ-CaURA 
und den CTA2p-CaURA3-Varianten untersucht. Zellen der verwendeten Stämme 
wurden sowohl auf Platten ohne 5-FOA als auch auf Platten mit dem Zelltoxin 
ausplattiert. Anschließend wurde bestimmt, wieviele Kolonien der Stamm auf 5-FOA-
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eine Überlebensrate bestimmt, die anzeigt in wievielen Zellen zum Zeitpunkt der 
Ausplattierung auf 5-FOA das von CTA2-Promotoren regulierte CaURA3-Gen nicht 
angeschaltet war (Abbildung 33). Dabei wurde festgestellt, dass vom Wildtyp SC5314 
keine Zelle in der Lage war das CaURA3-Gen stillzulegen (Abbildung 33). Die Stämme 
mit den CTA2p-lacZ-Konstrukten zeigten eine geringe Überlebensrate. Für den Stamm 
SN148+ 6191_CTA2p-lacZ-CaURA3 lag diese bei 1%, für SN148+ 2661_CTA2p-lacZ-
CaURA3 lag sie hingegen bei 13% (Abbildung 33). Diese Unterschiede waren jedoch 
auch schon auf den 5-FOA-Platten selbst zu sehen (Abbildung 32). Die Überlebensraten 
bei den CTA2p-CaURA3-Stämmen waren ungleich höher. Bei SN148+ 6191_CTA2p-
CaURA3 überlebten 86% der eingesetzten Zellen die Behandlung mit 5-FOA. Für 
2661_CTA2p-CaURA3 war diese Rate mit 65% zwar niedriger, sie lag aber immer noch 





































Abbildung 33. Überlebensrate von Stämmen mit verschiedenen CTA2-Promotor-Konstrukten in 
Anwesenheit von 5-FOA. 
Die angezeigten Stämme wurden über Nacht in YPD-Vollmedium bei 30°C angezogen und anschließend 
mit frischem YPD verdünnt und nochmals für 4h bei 30°C inkubiert. Danach wurden verschiedene 
Verdünnungen der Kulturen entweder auf Platten mit CSM-Medium, 10% Serum und 1g/l 5-FOA  oder 
auf CSM-Platten mit 10% Serum, aber ohne 5-FOA ausplattiert und für 2 Tage bei 37°C inkubiert. Aus 
den gewachsenen Kolonien wurde die Zellzahl bestimmt. Anschließend wurde der Anteil der Zellen 
berechnet, die auf 5-FOA gewachsen waren im Vergleich zur eingesetzten Gesamtzellzahl. Dieser Anteil 
wurde in Prozent errechnet und graphisch dargestellt. 
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4.3.6. Die Zugabe von Trichostatin A verhindert die Stilllegung der CTA2-Gene 
nicht 
Im Folgenden sollte untersucht werden, wie die Stilllegung der CTA2-Expression 
reguliert wird. Dabei sollte zunächst analysiert inwieweit Histondeacetylasen bei der 
Ausschaltung der Expression beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurde Trichostatin A, 
eine Substanz, welche die Aktivität bestimmter Histondeacetylasen inhibiert, ins 
Medium gegeben. Anschließend wurde das Wachstum der C. albicans Stämme 
untersucht, wobei die Unterschiede zwischen Platten ohne 5-FOA und mit 5-FOA von 
Interesse waren. Untersucht wurden die Stämme SC5314, BWP17, SN148 sowie die 
Derivate der beiden letzteren in denen das CaURA3-Gen unter Kontrolle der CTA2-
Promotoren stand. Ohne Trichostatin A im Medium wuchsen alle Stämme unter den 
getesteten Bedinungen. Wurde zusätzlich 5-FOA ins Medium gegeben, so zeigte der C. 
albicans Wildtyp SC5314 kein Wachstum mehr. BWP17 und SN148 bildeten Kolonien 
aus, die annähernd so groß waren wie auf Platten ohne 5-FOA (Abbildung 34).  
Die Stämme mit den 6191_CTA2p-CaURA3-Konstrukten zeigten unter den 
Bedingungen mit 5-FOA stark reduziertes Wachstum. Für den Stamm mit dem 
2661_CTA2p-CaURA3-Konstrukt wurden im Gegensatz dazu keine wesentlichen 
Wachstumsunterschiede zwischen Platten mit 5-FOA und ohne diese Substanz 
festgestellt (Abbildung 33). Die Zugabe von 10µM Trichostatin A ins Medium änderte 
am Wachstumsverhalten der untersuchten Stämme nichts. Wurde zusätzlich 5-FOA 
zugefügt, zeigte SC5314 kein Wachstum, während die Stämme mit den CTA2-p-
CaURA3-Konstrukten wiederum Kolonien ausbildeten, die von Größe und Anzahl dem 
Wachstum auf 5-FOA-Medium ohne Trichostatin A entsprach. Keinen Einfluss hatte 
die Zugabe von dieser Substanz auf das Verhalten von BWP17 und SN148 in 
Gegenwart von 5-FOA (Abbildung 34). Auch eine Erhöhung der Konzentration von 
Trichostatin A auf 50µM zeigte keinen Einfluss auf die Fähigkeit der CTA2p-CaURA3-
Stämme unter 5-FOA-Selektionsbedingungen durch Ausschalten des CTA2-Promotors 
die Expression des CaURA3-Gens zu stoppen (Abbildung 34). Damit wurde gezeigt, 
dass die Zugabe von Trichostatin A die Ausschaltung der CTA2-Expression unter 
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Abbildung 34. Die telomerassoziierte Stilllegung von 6191_CTA2 ist unabhängig von Trichostatin A 
(TSA). 
Die angzeigten Stämme wurden nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase auf 
Minimalmediumplatten mit Uridin, 10% Serum und den angegebenen TSA-Konzentrationen mit oder 
ohne 1g/l 5-FOA aufgetropft und für 2 Tage bei 37°C inkubiert und anschließend fotografiert. 
 
 
4.3.7. Die telomerassoziierte Stilllegung von 6191_CTA2 ist unabhängig von der 
Histondeacetylase Hda1. 
Um genauere Kenntnisse über die Regulation der CTA2-Stilllegung zu erhalten, wurde 
das Gen CaHDA1, welches für eine Histondeacetylase kodiert, deletiert. Die 
hda1/hda1-Stämme mit der 6191_CTA2p-URA3-Kassette wurden anschließend auf ihr 
Wachstum in Gegenwart von 5-FOA getestet. Zum Vergleich wurden der 
Wildtypstamm SC5314 und der Ausgangsstamm für die Transformationen SN148 
ebenfalls untersucht. Wie bereits in der vorangegangenen Abschnitten beschrieben, 
wurde für SC5314 kein Wachstum auf 5-FOA-haltigen Medien beobachtet, während der 
Stamm ansonsten unter allen Bedingungen Wachstum zeigte (Abbildung 35). Im 
Gegensatz dazu konnte der Deletionsstamm SN148 in Anwesenheit dieser Substanz 
wachsen, da er kein URA3-Gen enthielt. Der Stamm SN148 + 6191_CTA2p-URA3 
zeigte auf Medien mit 5-FOA das Ausschalten der URA3-Expression wie bereits 
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konnten wie für SN148 + 6191_CTA2p-URA3 Kolonien auf Platten mit 5-FOA 
beobachtet werden. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Zellen unter Hefewachstums- 











Abbildung 35. Die telomerassoziierte Stilllegung von 6191_CTA2 ist unabhängig von der 
Histondeacetylase Hda1. 
Die angezeigten Stämme wurden nach dem Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase auf Platten 
mit oder ohne Uridin und mit oder ohne 1g/l 5-FOA getropft. Für die Hypheninduktion enthielten die 
Platten zusätzlich 10% Serum. Die Ansätze wurden anschließend für 4 Tage bei 30°C oder 37°C inkubiert 
und danach fotografiert. 
 
 
4.3.8. Untersuchungen zum Telomerpositionseffekt in C. albicans 
In S. cerevisiae wurde gezeigt, dass die Entfernung eines ORFs vom Telomer 
entscheidend dafür ist, ob die durch die Telomernähe hervorgerufenen 
Stilllegungseffekte wirken oder nicht. In den vorangegangenen Experimenten wurde 
gezeigt, dass es zur Ausschaltung der URA3-Expression kommen kann, wenn dieses 
Gen unter der Kontrolle des 6191_CTA2-Promotors steht und am Lokus dieses CTA2-
ORFs integriert wurde. Diese Stilllegungseffekte wurden in den 6191_CTA2p-lacZ-
URA3-Stämmen abgeschwächt. Zum einen war URA3 unter der Kontrolle des eigenen 
endogenen Promotors, zum anderen wurde es durch das lacZ um mehr als 3kb vom 
CTA2-ORF entfernt. Um die telomervermittelte Expressionsausschaltung weiter 
abzuschwächen, wurde in die 6191_CTA2p-lacZ-URA3-Stämme das Plasmid pRS415-
lacZ eingefügt. Damit wurde der Abstand zwischen 6191_CTA2-Promotor und URA3 
nochmals um mehr als 9kb vergrößert (Abbildung 36).  
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Abbildung 36. Herstellung und Verifizierung von SN148+ 6191_CTA2p-2xlacZ-URA3. 
(A) Situation im Ausgangsstamm SN148+ 6191_CTA2p-lacZ-URA3. Das lacZ-Gen wurde im Plasmid 
pAU-6191_CTA2p-lacZ mit dem 6191_CTA2-Promotor fusioniert. Dieses Plasmid wurde linearisiert und 
in C. albicans SN148 transformiert. Damit wurde das lacZ-URA3-Konstrukt in den Promotor von 
6191_CTA2 integriert. Auch der Rest des pAU-Vektors wurde vor den ORF des CTA2-Gens eingebaut. 
(B) Das Plasmid pRS415-lacZ wurde mit der Restriktionsendonuklease SexAI linearisiert und in SN148+ 
6191_CTA2p-lacZ-URA3 transformiert. Entsprechend der Homologien wurde das zweite lacZ-Gen samt 
pRS415-Rest (mit dem Selektionsmarker ScLEU2) in das erste lacZ-Gen eingebaut. Die Integration von 
pRS415-lacZ wurde über PCR nachgewiesen. Dafür wurde der Primer M13 uni verwendet, welcher nur 
im pRS415-Vektor bindet und U3, welcher ein Verifizierungsprimer für das bereits integrierte URA3-Gen 
ist. Das dadurch enthaltene PCR-Produkt umfasst Teile von pRS415, des ersten lacZ-Gens und des 
URA3-Markers. Die Größe beträgt 3927bp (C). Die Integration des ursprünglichen lacZ-Gens konnte 
durch die Primer BP1new und lacZ up nachgewiesen werden, mit welchen ein 1342bp Fragment 
amplifiziert werden konnte, welches Teile des 6191_CTA2-Promtors und von lacZ enthielt. Als 
Größenmarker bei der Gelelektrophorese wurde PstI-gespaltene λ-DNA verwendet. Das 3’-Ende des 
pAU-Konstrukts wurde mit den Primern pAUveri und 3’-cDNA-6191 nachgewiesen und hatte eine Größe 
von 1272bp. Mit den Primern M13 und U3 wurde die Integration von pRS415-lacZ in das bereits 
eingebaute pAU-lacZ-Konstrukt nachgewiesen, wie anhand der amplifizierten Bande von 3972bp zu 
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Der somit erzeugte Stamm SN148+ 6191_CTA2p-2xlacZ-URA3 wurde anschließend 
darauf untersucht, inwieweit die telomervermittelte Expressionsausschaltung vermindert 
wurde. Zum Vergleich wurden SC5314, SN148 und dessen Derivate mit den 
6191_CTA2p-lacZ-URA3- und 6191_CTA2p-URA3-Konstrukten verwendet. Diese 
Stämme wurden auf ihr Wachstum in Anwesenheit von 5-FOA getestet. Dabei zeigte 
der Wildtyp SC5314 auf Platten mit 5-FOA kein Wachstum, während der ∆ura3-Stamm 
SN148 unter diesen Bedingungen wachsen konnte (Abbildung 37). Die Mutante 
SN148+ 6191_CTA2p-URA3 zeigte in Gegenwart von 5-FOA Wachstum. Dieses war 
nicht so ausgeprägt wie bei SN148, wo sich bereits eine große Kolonie gebildet hatte 
und auch gegenüber den Platten ohne 5-FOA war das Wachstum abgeschächt 
(Abbildung 37). Der Stamm SN148+ 6191_CTA2p-lacZ-URA3 zeigte im Gegensatz 
dazu ein wesentlich schlechteres Wachstum auf Platten mit 5-FOA. Im Gegensatz zum 
SN148-Derivat, in welchem das URA3-Gen direkt unter Kontrolle des CTA2-Promotors 
stand wuchsen bei diesem Stamm lediglich sehr wenige kleine Einzelkolonien, was 
daraufhin weist, dass nur wenige Zellen die Expression von URA3 ausschalten konnten 
(Abbildung 37). Für den Stamm, in dem der Abstand zwischen CTA2-Promotor und 
URA3 durch das zusätzliche lacZ-Gen noch vergrößert wurde, konnte ein sehr 
schlechtes Wachstum in Gegenwart von 5-FOA beobachtet werden. Auch wuchsen nur 
vereinzelte sehr kleine Kolonien. Allerdings war der Unterschied zum Stamm mit nur 












Abbildung 37. Analyse des Telomerpositionseffektes mit dem C. albicans ORF 19.6191 
Die angezeigten Stämme wurden nach dem Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase auf Platten 
mit oder ohne 1g/l 5-FOA aufgetropft und für 4 Tage bei 30°C und 37°C inkubiert. Für den Versuch mit 
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4.3.9. Das C. albicans Gen 2661_CTA2 kodiert für einen Transkriptionsaktivator 
In den vorangegangen Versuchen wurde analysiert, wie die Expression der zwei 
ausgewählten CTA2-ORFs gesteuert wird. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob 
diese Gene auch eine biologische Funktion in C. albicans ausführen. Dafür wurde das 
bereits etablierte 1-Hybrid-System verwendet. Dieses erlaubt Aussagen darüber, ob ein 
Gen für einen Transkriptionsaktivator oder einen –repressor kodiert (Russell und 
Brown, 2005). Zur Anwendung des 1-Hybrid-Systems wurden die ORFs 19.6191 und 
19.2661 über PCR amplifiziert und mit Schnittstellen für die Restriktionsenzyme MluI 
und PstI versehen. Über diese Schnitte wurden sie anschließend in das Plasmid mit 
SalexA integriert, so dass die Fusionen SalexA-6191_CTA2 und SalexA-2661_CTA2 
entstanden. Diese Plasmide wurden linearisiert und in Stämme transformiert, welche ein 
StlacZ-Gen unter Kontrolle des lexA-Operators trugen (Abbildung 38A). Die so 
erhaltenen Stämme wurden auf Festmedien mit X-Gal untersucht. Zum Vergleich 
wurden der leere SalexA-Vektor, SalexA-NRG1 und SalexA-GCN4 genutzt. Der Stamm, 
welcher nur SalexA enthielt zeigte auf den X-Gal-Platten bei 30°C keine Blaufärbung. 
Ebenso zeigte die SalexA-NRG1-Mutante erwartungsgemäß keine Blaufärbung, da Nrg1 
als Transkriptionsrepressor fungiert (Abbildung 38B). Der Stamm mit SalexA-GCN4 
zeigte eine intensive Blaufärbung und diente als Positivkontrolle, da Gcn4 bereits als 
Transkriptionsaktivator beschrieben wurde (Abbildung 38B, Russel und Brown, 2005). 
Die Mutanten mit den SalexA-6191_CTA2-Fusionen zeigten keine Blaufärbung, 
während sich für die SalexA-2661_CTA2-Stämme eine intensive blaue Anfärbung 
beobachten ließ, die auf eine erhöhte Aktivität der ß-Galactosidase schließen ließ. Da 
die Intensität der Blaufärbung dem Niveau von SalexA-GCN4 entsprach konnte damit 
nachgewiesen werden, dass das Genprodukt von 2661_CTA2 eine aktivierende Wirkung 
auf die Transkription besitzt (Abbildung 38B). 
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Abbildung 38. 2661_CTA2 kodiert für einen Transkriptionsaktivator in C. albicans. 
(A) Schema über die Anwendung des 1-Hybrid-Systems in C. albicans (nach Russell und Brown, 2005). 
Das zu untersuchende vermutliche Regulatorgen wird mit dem lexA-Gen aus Staphylococcus areus 
fusioniert, womit SalexA-Regulator entsteht. Dieses Konstrukt wird von einem CaACT1-Promotor 
reguliert und von einem ScCYC1-Terminator begrenzt. Dieses Konstrukt wird mit StuI linearisiert und in 
den CaRPS1-Lokus integiert. Das SalexA-Regulator-Fusionsprotein bindet an den lex-Operator und ist 
somit in der Lage, die Expression des StlacZ-Gens zu steuern. Handelt es sich bei dem Regulatorgen um 
einen Aktivator, so wird mehr ß-Galactosidase hergestellt und die Zellen erhalten auf Festmedien mit X-
Gal eine intensive Blaufärbung. 
(B) Anwendung des 1-Hybrid-Systems. Die angezeigten Stämme wurden bis zum Erreichen der 
logarithmischen Wachstumsphase in YPD bei 30°C angezogen und anschließend auf XMM-Platten 
aufgetropft. Diese Festmedien enthielten alle benötigten Aminosäuren und X-Gal (nach Uhl und Johnson, 
2001). Die Platten wurden für 2 Tage bei 30°C inkubiert und anschließend fotografiert. Der leere SalexA-
Vektor und das SalexA-NRG1-Konstrukt zeigen wie die Salex-6191_CTA2-Stämme keine Blaufärbung. 
Die Stämme mit der SalexA-2661_CTA2-Fusion zeigen eine intensive Blaufärbung wie der SalexA-
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5. Diskussion 
 
5.1. Molekulare Analyse der Candida  albicans Formingene BNI1 und BNR1 
Die Steuerung des polaren Wachstums ist in allen Organismen von entscheidender 
Bedeutung für die Entwicklung. Alle drei Wachstumsformen von Pilzen werden durch 
die Prozesse während der Polarisierung geprägt. Dabei spielen die GTPasen der Ras-
und Rho-Familie mit ihren Effektoren eine zentrale Rolle. In dieser Arbeit wurde im 
Speziellen die Funktion der Formine Bni1 und Bnr1 in C. albicans untersucht. Im 
Gegensatz zur Bäckerhefe S. cerevisiae und den filamentösen Ascomyceten A. gossypii 
und A. nidulans ist dieser Pilz ein dimorpher Organismus, der sowohl Hefezellen als 
auch Hyphen ausbilden kann. 
 
5.1.1. Die Deletion von CaBNI1 führt zu Defekten in der Morphologie, Zytokinese 
und der Aufrechterhaltung des filamentösen Wachstums 
In C. albicans führte die Deletion der beiden Formingene zu morphologischen 
Defekten. Dabei führte der Verlust eines funktionellen BNR1-Gens lediglich zu 
elongierten Hefezellen, während weder bei der Zytokinese noch beim filamentösen 
Wachstum Defekte auftraten. Auch in S. cerevisiae führte die Deletion von ScBNR1 
nicht zu nennenswerten morphologischen Defekten (Imamura et al., 1997). Lediglich 
die Anzahl der Aktinkabel in der Mutterzelle war bei ∆bnr1-Stämmen geringer (Pruyne 
et al., 2004). Dieser Phänotyp wurde auch in der ∆bnr1-Mutante von C. albicans 
beobachtet. . A. gossypii besitzt zwei BNR1-Homologe, wobei die Deletion beider Gene 
zu einem letalen Wachstumsdefekt führte (Schmitz et al., 2006). Ohne funktionelles 
Bni1 zeigte C. albicans massive Defekte während des Hefewachstums, die in einer 
rundlichen Morphologie und stark verbreiterten Knospungsnarben resultierte. Ähnliche 
Auswirkungen auf die Zytokinese wurden ebenfalls für ∆scbni1-Mutanten in S. 
cerevisiae beobachtet (Vallen et al., 2000). Während des Hyphenwachstums waren 
∆bni1-Mutanten von C. albicans zwar in der Lage, Keimschläuche auszubilden, die 
allerdings wesentlich breiter und kürzer waren als bei vergleichbaren Wildtyphyphen. 
Das Hyphenwachstum konnte ohne funktionelles Bni1 nicht aufrechterhalten werden. 
Im Gegensatz zu seinen Homologen in A. nidulans und A. gossypii waren C. albicans 
∆bni1-Mutanten lebensfähig (Harris et al., 1997, Schmitz et al., 2006). Allerdings führte 
eine Deletion der beiden C. albicans Formingene zu letalen Mutanten (Li et al., 2005). 
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Dieses Ergebnis wurde auch bei einer Doppeldeletion von ScBNI1 und ScBNR1 in S. 
cerevisiae beobachtet (Kamei et al., 1998, Tong et al., 2001). Die Deletion von CaBNI1 
führte nicht zu Defekten bei der Endozytose oder der Vakuolenmorphologie, wie diese 
beispielsweise nach der Deletion von CaWAL1 zu beobachten waren (Walther und 
Wendland, 2004a). Kürzlich veröffentlichte Arbeiten zeigten jedoch, dass Bni1 eine 
wichtige Rolle beim Transport von Golgivesikeln in die Hyphenspitze spielt (Rida et 
al., 2006). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Bni1 und damit auch 
Aktinkabel von Bedeutung bei der Exozytose sind, während Wal1 und die kortikalen 
Aktinpatches für die Endozytose eine zentrale Rolle besitzen. 
 
5.1.2. Polarisom und Spitzenkörper 
CaBni1 besitzt hypothetische Bindestellen für Spa2 und Bud6. Zusammen mit Bni1 
weisen diese beiden Proteine das gleiche Lokalisierungsmuster an den Stellen polaren 
Wachstums und der Zytokinese auf  (Zheng et al., 2003, Li et al., 2005, Crampin et al., 
2005, diese Arbeit). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Bni1 in 
Hyphenspitzen mit dem Spitzenkörper kolokalisiert. Auch für Bud6 und Spa2 konnte 
diese Beobachtung gemacht werden (Crampin et al., 2005). Das in dieser Arbeit 
verwendete Bni1-GFP-Konstrukt war zwar in der Lage zu lokalisieren, jedoch zeigte 
sich, dass es nicht in der Lage ist, die Funktion von Bni1 effektiv zu komplementieren. 
Wie auch schon von anderen Gruppen beschrieben, konnte keine Mutante erzeugt 
werden, in der ein BNI1-Allel deletiert und das andere C-terminal mit GFP fusioniert 
werden konnte (Li et al., 2005). Da die mit Bni1-GFP erzielten Daten aber auch von 
anderen Gruppen bestätigt wurden, spiegeln sie die physiologische Situation korrekt 
wieder. Das A. nidulans Formin SepA zeigt eine größere Identität auf 
Aminosäurenebene zu CaBni1 als zu CaBnr1. In filamentösen Pilzen wurde für die 
bisher untersuchten Formine beobachtet, dass sie alle am Septum lokalisieren (Harris et 
al., 1997, Schmitz et al., 2006, Li et al., 2005), aber nur SepA und die Bni1-Homologen 
von A. gossypii und C. albicans auch in der Hyphenspitze vorzufinden waren (Sharpless 
und Harris, 2002, Li et al., 2005, Martin et al., 2005, Schmitz et al., 2006). Für CaBni1 
und SepA wurde auch gezeigt, dass sie innerhalb der Hyphenspitze mit dem 
Spitzenkörper kolokalisieren (Harris et al., 2005, Martin et al., 2005). Ein Spitzenkörper 
wurde erstmals in Polystictus versicolor beschrieben (Girbardt, 1957). Später wurde 
diese Struktur als Vesikelverteilendes Zentrum in der Hyphenspitze definiert (Bartnicki-
Garcia et al., 1995), wobei allerdings die genaue Zusammensetzung bisher unbekannt 
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ist. Die Tatsache, dass sowohl SepA als auch CaBni1 mit dem Spitzenkörper in den 
jeweiligen Organismen kolokalisieren, könnte dafür sprechen, dass Formine ein Teil 
dieser Struktur sind. Allerdings kann die überlagernde Lokalisierung auch dadurch 
zustande kommen, dass Formin und Spitzenkörper in der engen Hyphenspitze sehr eng 
beieinander liegen, aber nicht miteinander interagieren. Zumindest in C. albicans wurde 
jedoch gezeigt, dass die Deletionen von CaBNI1, CaBUD6 und CaSPA2 Auswirkungen 
auf die Morphologie des Spitzenkörpers haben (Crampin et al., 2005, Martin et al., 
2005), so dass man vermuten kann, dass das Polarisom zumindest von Bedeutung bei 
der Ausbildung des Spitzenkörpers ist. 
 
5.1.3. Ras1-induziertes Hyphenwachstum benötigt das Formin Bni1 
Die ∆bni1-Mutante von C. albicans zeigt vielfältige Defekte während des polaren 
Hyphenwachstums. Dieses wird durch eine Signalkaskade reguliert, an deren Spitze die 
Ras1-GTPase steht. Es wurde untersucht, inwiefern eine Überexpression von RAS1 das 
Fehlen eines funktionellen Bni1-Proteins ausgleichen kann. Mutanten mit dem 
konstitutiv aktiven ras1G13V-Allel bilden unter allen Wachstumsbedingungne Hyphen 
aus (Feng et al., 1999). Während das in Stämmen mit funktionellen Bni1 zur 
Ausbildung von typischen langen und dünnen Hyphen führt, ist das in bni1/bni1-
Stämmen nicht der Fall. Die Hyphen dieser Mutanten bleiben trotz der Überexpression 
von RAS1 angschwollen und kurz. Damit wurde gezeigt, dass das von Ras1-induzierte 
Hyphenwachstum von C. albicans das Formin Bni1 benötigt. Interessanterweise 
konnten auch die morphologischen Defekte einer ∆wal1-Mutante nicht durch die 
Überexpression von RAS1 ausgeglichen werden (Martin et al., 2005). In den 
vergangenen Jahren wurde durch mehrere Arbeitsgruppen gezeigt, dass in C. albicans 
die Induktion von filamentösen Wachstum durch eine Signalkaskade reguliert wird, an 
deren Ende die Transkriptionsfaktoren Efg1 und Cph1 stehen (Leberer et al., 2001, 
Abbildung 39). Ras1 ist dabei die übergeordnete GTPase, welche zwar nicht 
überlebenswichtig ist, aber essentiell für die Ausbildung von Hyphen (Feng et al., 
1999). Es wird vermutet, dass Ras1 in der Lage ist, Cdc42 über Cdc24 zu aktivieren 
(Leberer et al., 2001). In S. cerevisiae wurde gezeigt, dass die Rho-GTPasen Cdc42 und 
Rho3 an die G-Proteinbindedomäne von ScBni1 binden und damit in der Lage sind, 
dieses zu aktivieren (Evangelista et al., 1997). Vor allem Rho3 ist in der Bäckerhefe von 
großer Bedeutung für die Funktion von ScBni1 (Dong et al., 2003). C. albicans enthält 
Homologe zu diesen beiden Rho-GTPasen. Für Cdc42 wurde nicht nur gezeigt, dass es 
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notwendig für das Überleben der Zellen, sondern auch, dass es sowohl an Septen als 
auch an Knospenspitzen und Hyphenspitzen lokalisiert (Ushinsky et al., 2002, Hazan 
und Liu, 2002). Diese Lokalisierungsmuster stimmt mit dem von CaBni1 überein (Li et 
al., 2005, Martin et al., 2005), so dass es möglich wäre, dass Cdc42 auch in C. albicans 
für die Aktivierung von Forminen von Bedeutung ist. Über diese Interaktion mit der 
Rho-GTPase läßt sich auch eine Verbindung mit Ras1 herstellen (Abbildung 39). 
Allerdings müssen in weiteren Experimenten noch die Interaktionen zwischen Bni1 und 
Cdc42 untersucht werden, zum Beispiel über 2-Hybrid-Systeme, 




















Abbildung 39. Die Ras1-Signalkaskade steuert das filamentöse Wachstum von C. albicans.  
Das Modell isteine modifizierte Version der Ras1-Signalkaskade, welche von Leberer et al. (2001) 
vorgeschlagen wurde. Ras1 steuert über die Cdc42 und die MAP-Kinase-Kaskade die Aktivität von Cph1 
(Csank et al., 1998, Leberer et al., 1996, Köhler und Fink, 1996) und über den cAMP-Weg reguliert Ras1 
den Transkriptionsfaktor Efg1 (Rocha et al., 2001, Sonneborn et al., 2000). Über Cdc42 und weitere Rho-
GTPasen wird vermutet, dass Ras1 auch die Aktivität von Bni1 und Wal1 in C. albicans steuert (Martin 
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Wie in Abbildung 39 gezeigt, ergeben die Untersuchungen zu den C. albicans Forminen 
die Hypothese, dass ihre Aktivität über Ras1 kontrolliert wird. Diese Steuerung wäre 
allerdings nur während des Hyphenwachstums notwendig, da eine ∆ras1-Mutante 
lebensfähig ist und nur keine Hyphen mehr ausbilden kann. Möglicherweise wird Ras1 
dafür benötigt, Cdc42 und eventuell andere Rho-GTPasen an der Stelle des polarisierten 
Wachstums zu halten, damit sich das Polarisom und andere Strukturen wie der 
Spitzenkörper ausbilden und erhalten bleiben. Fehlt Ras1 bricht das polarisierte 
Wachstum nach Erreichen eines bestimmten Punktes zusammen und Cdc42, Bni1 und 
andere Komponenten lokalisieren ausschließlich am zytokinetischen Ring, um an der 
Zellteilung mitzuwirken. Dafür spricht, dass in Hefezellen kein Spitzenkörper 
beobachtet werden konnte (Crampin et al., 2005). Insofern wären weitere 
Untersuchungen von Interesse, um herauszufinden, wie die Etablierung des 
Spitzenkörpers in C. albicans reguliert wird. 
 
5.2. Funtionsanalyse von Candida albicans Genen, deren Saccharomyces cerevisiae 
Homologe an der Endozytose und der Chitinsynthese beteiligt sind. 
 
5.2.1. Untersuchungen zur Endozytose und der Vakuolenmorphologie 
In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass pilzliche WASP-Homologe in S. cerevisiae, A. 
gossypii und C. albicans von großer Bedeutung für die Endozytose und die 
Vakuolenmorphologie sind (Eitzen et al., 2002, Walther und Wendland 2004a, b). 
Deswegen wurden mit Hilfe PCR-basierender Verfahren verschiedene C. albicans Gene 
deletiert, deren Homologe in S. cerevisiae an der Endozytose und myosin-vermittelten 
Prozessen beteiligt sind. Die Deletion der Gene CaABP1, CaBZZ1, CaEDE1 und 
CaSMY1 führte in den betreffenden homozygoten Mutanten jedoch nicht zu 
morphologischen Defekten und es wurden auch keine Auswirkungen auf das 
filamentöse Wachstum beobachtet. Allerdings zeigten die ∆abp1-, ∆bzz1- und ∆smy1-
Mutanten leichte Defekte bei der Vakuolenfusion, was dazu führte, dass in den 
Mutterzellen nicht wie beim Wildtyp nur eine große sondern oft mehrere kleine 
Vakuolen zu beobachten waren. Dieser Phänotyp war im Vergleich zu ∆wal1-Mutanten 
nicht so stark ausgeprägt. Ohne Wal1 war vor allem die Anzahl kleiner Vakuolen sehr 
hoch (Walther und Wendland, 2004a). Die Hefehomologe von Abp1 und Bzz1 sind 
unmittelbar an Prozessen beteiligt, an denen auch das WASP-Homolog teilnimmt. 
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ScAbp1 ist ebenfalls ein Arp2/3-Aktivator und beteiligt an den späten Phasen der 
Endozytose und des Vesikeltransports. Insofern kann es nicht überraschen, dass die 
Deletion von ABP1 zu leichten Defekten bei der Vakuolenmorphologie führt. 
Andererseits ist Abp1 in C. albicans nicht so wichtig, da die Mutante keine 
nennenswerten morphologischen Veränderungen aufweist. Offensichtlich sind das 
WASP-Homolog Wal1 und Pan1 die wichtigeren Arp2/3-Aktivatoren. In S. cerevisiae 
bindet das Bzz1-Homolog an Las17/Bee1. Ob diese Interaktion auch in C. albicans 
zwischen CaBzz1 und Wal1 stattfindet muss noch untersucht werden. Da die Deletion 
von BZZ1 alleine lediglich zu leichten Veränderungen in der Vakuolenmorphologie 
führt, könnte eine Doppeldeletion von WAL1 und BZZ1 vielleicht mehr Aussagen 
erlauben. Auch eine Doppelmutante ∆wal1∆abp1 könnte zeigen, ob Abp1 in 
Abwesenheit von Wal1 eine größere Rolle bei der Endozytose einnimmt. 
Interessanterweise weist eine C. albicans ∆smy1-Mutante leichte Defekte bei der 
Vakuolenmorphologie aus. In S. cerevisiae wurde Smy1 als Suppressor von Myo2 
identifiziert (Lillie und Brown, 1992). In Untersuchungen über die 
Vakuolenmorphologie in Hefemutanten wurde nicht berichtet, dass die Deletion von 
ScSMY1 Auswirkungen auf die Fusion oder Größe von Vakuolen hat (Eitzen et al., 
2002). Auch in A. gossypii wurden bei der Deletion des AgSMY1-Gens keine Defekte in 
der Vakuolenmorphologie festgestellt (Hebecker und Wendland, unveröffentlicht). 
 
5.2.2. Pan1 ist essentiell für die Endozytose in C. albicans 
Endozytose ist ein Prozess, welcher für die Aufnahme von Substanzen für alle 
Lebewesen von großer Bedeutung ist. In S. cerevisiae wurden die Mechanismen dieses 
Vorganges in den vergangenen Jahren sehr genau analysiert. Dabei wurde vor allem 
festgestellt, dass kortikale Aktinpatches und deren Nukleator, der Arp2/3-Komplex, 
sowie die Arp2/3-Aktivatoren Pan1, Las17/WASP und Abp1 entscheidend für die 
Ausbildung von endozytischen Vesikeln sind (Kaksonen et al., 2003). Dabei wurde 
gezeigt, dass Pan1 im Verbund mit dem Sla1-Komplex an der frühen Phase der 
Endozytose beteiligt ist und zumindest in S. cerevisiae überlebenswichtig ist (Tang et 
al., 2000). In C. albicans war die Herstellung einer homozygoten ∆pan1-Mutante nicht 
möglich, so dass im Hintergrund einer PAN1/pan1-Heterozygoten das verbliebene Allel 
unter die Kontrolle des regulierbaren MET3-Promotors gestellt wurde. Dabei zeigten 
sich nach Abschalten des MET3p-PAN1-Allels große morphologische Veränderungen. 
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Die betroffenen Zellen schwollen an und konnten sich auch nicht mehr trennen. Das 
Hyphenwachstum war durch die Abschaltung des MET3-Promotors und des damit 
verbundenen Verlustes eines funktionellen PAN1-Gens stark betroffen. Die Zellen 
waren nicht in der Lage, Keimschläuche oder gar Hyphen auszubilden. In Medien mit 
jeweils 2,5mM Methionin und Cystein war das MET3p-PAN1-Allel nicht aktiv und 
damit einhergehend war ein sehr schlechtes Wachstum zu beobachten. Im Rahmen 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Zellen ohne aktives PAN1-Gen nicht in der 
Lage waren den Vakuolenfarbstoff FM4-64 aufzunehmen. Diese Beobachtung weist 
darauf hin, dass Pan1 für die Endozytose in C. albicans von essentieller Bedeutung ist 
und damit eine ähnliche zentrale Rolle spielt wie sein Homolog in S. cerevisiae 
(Wendland et al., 1996). Diese Ergebnisse zeigen weiterhin, dass Endozytose von 
großer Bedeutung für das Hyphenwachstum ist, unterstützt durch die Tatsache, dass 
auch eine ∆wal1-Mutante keine Hyphen ausbilden kann (Walther und Wendland, 
2004a). Während lange umstritten war, ob filamentöse Pilze überhaupt Endozytose 
durchführen (Read und Kalkman, 2003), haben vergangene Arbeiten im filamentösen 
Ascomyceten A. gossypii und dem dimorphen Basidiomyceten Ustilago maydis gezeigt, 
dass auch in diesen Organismen Endozytose durchgeführt wird (Walther und Wendland, 
2004b, Fuchs und Steinberg, 2005). Endozytose ist in U. maydis ebenfalls von zentraler 
Bedeutung für die Pathogenität, zum Beispiel durch Pheromonwahrnehmung (Fuchs et 
al., 2006). In Neurospora crassa gibt es Hinweise, dass Endozytose in den Hyphen 
dieses Pilzes nicht stattfindet (Torralba und Heath, 2002), obwohl die Aufnahme von 
FM4-64 schon früher für Pilze wie N. crassa, A. nidulans und Magnaporthe grisea 
beobachtet wurde (Fischer-Parton et al., 2000). Allerdings ist C. albicans neben S. 
cerevisiae erst der zweite Pilz in dem gezeigt wurde, dass ein Pan1-Homolog essentiell 
für die Endozytose ist. Da von den beiden anderen Arp2/3-Aktivatoren Wal1 ebenfalls 
Endozytosedefekte zeigt und ∆abp1-Mutanten zumindest Schwierigkeiten bei der 
Vakuolenfusion aufweisen (Walther und Wendland, 2004a, diese Arbeit), kann davon 
ausgegangen werden, dass sich die Endozytosemechanismen von C. albicans und S. 
cerevisiae sehr ähnlich sind. In weiteren Arbeiten sollte jedoch genauer untersucht 
werden, welche Rolle Pan1 bei der Ausbildung der kortikalen Aktinpatches spielt und 
wie die Interaktionen mit anderen Proteinen, zum Beispiel den C. albicans Homologen 
für Sla1, Sla2 und End3 aussehen. Damit könnten genauere Einblicke in die frühen 
Phasen der Endozytose von C. albicans gewonnen werden. 
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5.3. Expression der CTA2-Gene in Candida albicans 
 
5.3.1. Die C. albicans CTA2-Genfamilie 
In vorangegangenen Arbeiten wurde untersucht, welche C. albicans Gene unter 
hypheninduzierenden Bedingungen eine verstärkte Expression aufweisen. Unter 
anderem wurden dabei ORFs identifiziert, welche zur CTA2-Familie gehören (Nantel et 
al., 2002). Der Name CTA steht für Candida Transkriptionsaktivator. Name und 
Funktion wurden für den ORF 19.6112 geprägt, welcher in einem Hefe-1-Hybrid-
System transkriptionsaktivierende Funktionen zeigte (Kaiser et al., 1999). Untersucht 
man das annotierte Genom von C. albicans (Braun et al., 2005) genauer, kann man 
mindestens 14 offene Leserahmen identifizieren, die sowohl auf DNA- als auch auf 
Proteinebene sehr konserviert sind. Diese repetitiven ORFs liegen fast alle in der Nähe 
der Telomere und jedes C. albicans Chromosom an mindestens einem Telomer ein 
solches CTA2-Gen. Auch in der Bäckerhefe S. cerevisiae wurden telomernahe repetitive 
Gene beschrieben (Pryde und Louis, 1997). Die Cta2-Proteine von C. albicans zeichnen 
sich durch eine identische Startsequenz (MPEN) und die Existenz von EK-Motiven aus. 
Diese EK-Motive sind reich an Lysin und Glutamat und determinieren durch ihre 
Anzahl wesentlich die Größe der Proteine. Es gibt zwei Unterfamilien von Cta2, wobei 
die acht Mitglieder der A-Unterfamilie sich durch identische Start- und 
Schlussseequenzen auszeichnen. Die Proteine der B-Unterfamilie sind kleiner und 
unterscheiden sich vor allem am C-terminalen Ende von den Cta2-A-Proteinen. 
Interessanterweise gibt es zu den CTA2-Genen keine Homologen in S. cerevisiae, so 
dass es möglich ist, dass diese eine spezifische Funktion für C. albicans ausführen. 
Lediglich in C. dubliniensis wurden Homologe zu CTA2 gefunden (Moran et al., 2004), 
deren Funktion jedoch weitesgehend unbekannt ist. Das ist auch für die CTA2-Gene in 
C. albicans der Fall. 
 
5.3.2. Steigerung der Expression von CTA2-Genen unter während des 
Hyphenwachstums 
Für die Untersuchung der Expression von CTA2-Genen wurden die Promotoren der 
beiden Gene 2661_CTA2 und 6191_CTA2 mit dem Streptococcus thermophilis lacZ-
Gen und ortsspezifisch vor den jeweiligen ORF integriert. Die so hergestellten Stämme 
zeigten sowohl während des Hefe- als auch während des filamentösen Wachstums eine 
Expression von lacZ. Dabei wurde das Gen für die ß-Galactosidase in Hyphen jedoch 
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wesentlich stärker exprimiert. Interessanterweise lag des Expressionslevel der 
2661_CTA2p-lacZ-Stämme höher als das der 6191_CTA2p-lacZ-Mutanten. 
Möglicherweise ist der Lage der beiden ORFs eine Begründung für die 
Expressionsunterschiede. Während 6191_CTA2 am Telomer von Chromosom 3 liegt, ist 
2661_CTA2 für die mittleren Regionen von Chromosom 1 annotiert wurden. Allerdings 
ist der Bereich, in welchem dieser ORF liegt nicht wirklich gut annotiert wurden, so 
dass es auch möglich ist, dass 2661_CTA2 doch eine andere Lage hat. Die Ergebnisse 
der lacZ-Versuche wurden in-vivo mit dem CaVENUS-YFP überprüft. Dafür wurden 
die CTA2-Promotoren mit dem YFP-Gen fusioniert und wieder ortsspezifisch integriert.  
Dabei wurde ebenfalls die Expressionssteigerung während des filamentösen Wachstums 
festgestellt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass diese Steigerung mit Serum als 
Hypheninduktor stärker ist als auf dem natürlichen Darmepithelgewebe von Schweinen. 
Die Steigerungsraten mit Serum lagen beim Faktor 2, was in etwa den Ergebnissen der 
DNA-Microarray-Versuche entsprach (Nantel et al., 2002). Auch in S. cerevisiae wurde 
gezeigt, dass telomernahe Gene unter bestimmten Bedingungen ihre Expression um das 
bis zu neunfache steigern können (Barton und Kaback, 2006). Die Expression der 
CTA2p-lacZ- oder CTA2p-YFP-Fusionen könnte in Zukunft auch in verschiedenen 
Mutanten von C. albicans untersucht werden, welchen beispielsweise bestimmte 
Transkriptionsfaktoren wie Efg1, Cph1, Tup1 oder Nrg1 fehlen. Erste Untersuchungen 
zeigten, dass in einer ∆cph1∆efg1-Doppelmutante die Expression der CTA2p-lacZ-
Konstrukte ausgeschaltet wurde (Schaub und Wendland, unveröffentlicht). 
 
5.3.3. Ausschaltung der CTA2-Expression 
In isogenen Kulturen von Mikroorganismen unterscheidet sich in der Regel ein 
bestimmter Prozentsatz der Zellen durch die Ausschaltung bestimmter Gene oder durch 
abweichende physiologische Merkmale. Normalerweise treten diese Zellen nicht in 
Erscheinung, allerdings können sie bei Änderung der Umweltbedingungen zum 
Überleben beitragen (Überblick von Avery, 2006). Die Zugabe von 5-Fluorotischer 
Säure (5-FOA) beispielsweise tötet in einer Kultur alle Zellen ab, die das URA3-Gen 
exprimieren. Dadurch können jedoch solche Zellen überleben, die aus verschiedenen 
Gründen dieses Gen nicht aktiviert haben. In C. albicans wurde dieses Verfahren für die 
URA-Blaster-Stratgie verwandt (Fonzi und Irwin, 1993). Bei der Untersuchung der 
Funktion der S. cerevisiae Gene FLO10 und FLO11 wurden die Promotoren der beiden 
Gene mit dem ScURA3-Gen fusioniert, so dass in Anwesenheit von 5-FOA die Zellen 
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isoliert werden konnten, in welchen die FLO-Promotoren nicht aktiv waren, was der 
Beweis für die telomerassoziierte Genausschaltung von FLO10 und FLO11 war (Halme 
et al., 2004). Wie diese FLO-Gene so liegen auch die CTA2-ORFs in der Nähe der 
Telomere. Deswegen wurden Stämme hergestellt, in denen sich das CaURA3-Gen unter 
der Kontrolle der 2661_CTA2- und 6191_CTA2-Promotoren befand. Diese Mutanten 
zeigten auch bei der Anwesenheit von 5-FOA im Medium Wachstum. Damit konnte 
gezeigt werden, dass auch diese beiden CTA2-Gene stillgelegt werden. Diese 
Beobachtung konnte sowohl in der Hefe- als auch in der Hyphenphase gemacht werden. 
Die Genausschaltung war reversibel, wobei die Zeitspanne von der Stilllegung bis zur 
erneuten Aktivität von CTA2p-CaURA3 mindestens 20 Generationen betrug. Dieser 
Zeitabstand war für 6191_CTA2 größer als für 2661_CTA2. Auch für die FLO-Gene 
von S. cerevisiae konnte die Reversion der Ausschaltung gezeigt werden (Halme et al., 
2004). Für FLO10 und FLO11 wurde gezeigt, dass Histondeacetylasen unmittelbar an 
der Stilllegung der Gene beteiligt sind, unter anderem ScHda1 (Halme et al., 2004). In 
C. albicans war für 2661_CTA2 und 6191_CTA2 zu beobachten, dass die Deletion des 
CaHDA1-Gens keine Auswirkungen auf die Genausschaltung hatte und auch die 
Zugabe von Trichostatin A, einer Substanz die für einige Histondeacetylasen 
inhibierend wirkt, konnte die Stilllegung der beiden CTA2-Promotoren nicht verhindern. 
Allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht alle potentiellen Histondeacetylasen, 
die im C. albicans Genom kodiert sind, getestet werden. In S. cerevisiae wurde gezeigt, 
dass die Genstilllegung übergeordnet von Sir2 und Sir3 reguliert wird (Halme et al., 
2004). Das C. albicans Homolog Sir2 spielt eine zentrale Rolle bei der Stabilität der 
Chromosomen und dem Wechsel zwischen white und opaque- Zellen (Perez-Martin et 
al., 1999), so dass weiterführende Untersuchungen das Ausschaltung der CTA2-
Promotoren in ∆sir2-Stämmen analysieren sollten. Neben der Regulation durch 
Histondeacetylasen spielt auch die Entfernung des Promotors vom Telomer eine Rolle 
für die telomerassozierte Genstilllegung. Dieser sogenannte Telomerpositionseffekt 
wurde in S. cerevisiae für telomernahe Gene beschrieben (Gottschling et al., 1990, 
Pirrotta und Gross, 2005). Für ScIMD1 konnte gezeigt werden, dass eine künstliche 
Entfernung des ORFs durch die Integration zusätzlicher DNA die Genstilllegung 
verhinderte (Barton und Kaback, 2006). Auch für FLO11 wurde ein Telomerpositions- 
effekt beobachtet (Halme et al., 2004). In C. albicans konnten für 6191_CTA2p-lacZ-
CaURA3- und 6191_CTA2p-CaURA3-Stämme deutliche Wachstumsunterschiede 
beobachtet werden. Dabei war die Überlebensrate der 6191_CTA2p-CaURA3-Zellen auf 
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5-FOA-haltigen Medien mit 86% sehr viel höher als bei Zellen mit den mit den lacZ-
CaURA3-Konstrukten, bei denen lediglich 1% der eingesetzen Zellen durch 
Genausschaltung auf 5-FOA-Medien überleben konnten. Dieser Effekt war durch die 
Entfernung zwischen CTA2-Promotor und CaURA3 zu erklären. Bei den CTA2p-lacZ-
CaURA3-Fusionen lag zwischen CTA2-Promotor und CaURA3 noch das über 3kb 
große lacZ-Gen, außerdem verfügte CaURA3 über seinen endogenen Promotor. Durch 
die zusätzliche Integration eines weiteren lacZ-Plasmids mit dem ScLEU2-Marker 
wurde die Entfernung zwischen 6191_CTA2-Promotor und CaURA3 auf über 9kb 
vergrößert, was das Wachstum auf 5-FOA-Medien weiter verschlechterte, aber noch 
nicht komplett unterbinden konnte. Trotzdem deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass 
auch in C. albicans Positionseffekte die Expression telomernaher Gene beeinflussen. 
Um mögliche biologische Auswirkungen von telomerassoziierten Genausschaltungen 
zu studieren würden sich Gene anbieten, deren Deletion morphologische Defekte 
hervorrufen würde. Die C. albicans NAG-Gene, deren Produkte im N-
Acetylglucosamin-Stoffwechsel wichtige Funktionen ausüben, liegen in der Nähe des 
Telomers von Chromosom 6.  
 
5.3.4. 2661_CTA2 kodiert für einen Transkriptionsaktivator 
Frühere Ergebnisse in einem S. cerevisiae-1-Hybrid-System identifizierten den ORF 
19.6112, welcher für ein Cta2-Protein der Unterfamilie A kodiert, als 
Transkriptionsaktivator (Kaiser et al., 1999, T. Munder, persönliche Kommunikation). 
Innerhalb der letzten Jahre wurde allerdings ein 1-Hybrid-Testsystem für C. albicans 
entwickelt (Russell und Brown, 2005). Dieses Verfahren wurde im Rahmen dieser 
Arbeit angewandt, um zu testen, ob die beiden ORFs 19.2661 und 19.6191 für 
Transkriptionsfaktoren kodieren. Dabei wurde beobachtet, dass sich 2661_CTA2 
genauso verhielt wie GCN4, welches für einen Transkriptionsaktivator in C. albicans 
kodiert (Russell und Brown, 2005, Tripathi et al., 2002). Interessanterweise zeigte 
6191_CTA2 unter den gleichen Bedingungen keine aktivierende Funktion. Der 
Nachweis von 2661_Cta2 als Transkriptionsaktivator bestätigt die früheren Ergebnisse 
mit dem 6112_CTA2-Gen. Da beide zur Unterfamilie A gehören, könnte man 
schlussfolgern, dass diese Cta2-A-Proteine in den C. albicans Zellen als 
Transkriptionsfaktoren dienen. Für genauere Aussagen müssten aber noch weitere 
Mitglieder dieser Unterfamilie untersucht auf ihren Einfluss auf die Transkription 
untersucht werden. Als potentielle Aktivatoren sollten sie jedoch zumindest teilweise im 
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Zellkern lokalisieren. Innerhalb dieser Arbeit war es jedoch nicht möglich, eines der 
Cta2-Proteine mit GFP zu markieren. Diese Probleme können jedoch auch an 
Schwierigkeiten mit der C-terminalen GFP-Fusion liegen. Weitere Arbeiten sollten 
ebenfalls untersuchen, ob es auch innerhalb der CTA2-Unterfamilie B 
Transkriptionsaktivatoren oder –repressoren gibt. Desweiteren müsste untersucht 
werden, ob die für 2661_CTA2 gezeigte Aktivierung direkt oder indirekt ist. Zur 
Identifizierung von Cta2-bindenden Proteinen würde sich ein Hefe-2-Hybrid-Versuch 
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5-FOA 5’-Fluororotische Säure 
bp base pair (Basenpaar) 
CSM Complete Supplement Medium 
DIC Differential Interference Contrast 
GFP Green Fluorescent Protein (Grünfluoreszierendes Protein) 
ORF Open Reading Frame (offener Leserahmen) 
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion) 
SD Synthetic Dextrose Medium 
WASP Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein 
YFP Yellow Fluorescent Protein (Gelbfluoreszierendes Protein) 
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